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ABSTRAKT

Prace pojednava o moznostech spojeni ICP-MS (hratrtit detektoru s inddké vazanym
plazmatem) siznymi separénimi technikami f stanoveni iznych forem kou

v potravinach. Poskytuje zakladni informace o unmsientalnich analytickych technikach
aometod ICP-MS. Dale uvadi kovy, které jsou v potravinazhstoupeny néastji

a zpisoby kontaminace potravigniito kovy. Zabyva se speciai analyzou kot a riznymi
formami kowi v biologickych materialech.

ABSTRACT

This work deals with combination of ICP-MS (indwelly coupled plasma mass
spectrometry) and various types of chromatogra@paration methods for speciation
analysis of metals in foodstuff. The basic inforimatof instrumental analytical techniques
and ICP-MS are discussed. The most contained matalsfoodstuffs and ways

of contamination are developed. Speciation analysisetals and different forms of metals
in biological materials are considered.

KLi COVA SLOVA

ICP-MS, separi techniky, speciace, kovy, analytické metodyoamatografické sepatai
metody

KEYWORDS

ICP-MS, separation techniques, species, metals)ytarah methods, chromatographic
separation methods



KRIZOVA, S. Vyuziti hmotnostniho spektrometru a sepaich technik k stanovenfiznych
forem kowi v potravindch. Brno: Vysokécani technické v Bry Fakulta chemicka, 2009.
51 s. Vedouci bakaigkeé prace Ing. Pavel Divis, Ph.D.

PROHLASENI

Prohlasuji, Ze jsem bakéatkou praci vypracovala samostata Zze vSechny pouZzité zdroje
jsem spravé a uplré citovala. Bakalgskad prace je z hlediska obsahu majetkem Fakulty
chemické VUT v Br a miZe byt vyuzita ke komenim (£elim jen se souhlasem vedouciho
bakal&ské prace agkana FCH VUT.

podpis studenta

PODEKOVANI
Na tomto mist bych rada potkovala Ing. Pavlovi DiviSovi, Ph.D. za cennéppminky
a odborneé rady, kterymiispel k vypracovani této bakatké prace.



OBSAH

F N S T T I 2 ¥ Y G PR 2

F N ST I 2 ¥\ O TR 2

KLICOVA SLOVA. ...ttt ettt sttt enae s teste e e ene e 2

KEYWORDS ...ttt e et e e et e e e e e e e e b eseesab e e s sba e e saba e esabasas 2

PROHLASENI ...ttt ettt sttt enae s st e ste e e s eneereeaeneens 3

2101 21 1Y/ | O 3

(O] 215 AN [T 4

(R U 1Y/ & TR 6

2 KOVY V POTRAVINACH ...ttt ee e e s e e e e eeeeaeanneens 7
21 Kontaminace POotravin KOVY ........cooooo o eeeemciiiiie s 7

2.1.1 F AN £ST= o PPN 7
2.1.2 [ ] 101770 7
2.1.3 R 7
2.1.4 (1= 10 |01 10 o T 7
2.1.5 Y1 [T o IR 8
2.1.6 O 1 o T 8
2.1.7 (O (o] o 8
2.2 Nefastji zastoupené Kovy V POtravViNACh ............occcccceeeeeeiiiiiiciiiiiieeeeeeeee e 8
2.2.1 F AN £ST= o P UTTRPN 8
2.2.2 ()] 1017/ o 9
2.2.3 P 9
2.2.4 [S= 10 [ 0115 o R 9
2.2.5 Y1 [T o I 10
2.2.6 O 1 o TR 10
2.2.7 (O o ¢ o TR 10

3 SPECIACE KOW ..ottt ettt eteeets st te et saenseteaaesaeeaenennens 10
3.1 SPECIBNT ANAIYZA ......ceeeeeeeeiiieee e 10
3.2 Formy kow v biologickych materidlech a jejich toxickéidky ............................ 11

3.2.1 F AN ST o P 12
3.2.2 [ ] 101770 N 12
3.2.3 T 12
3.24 O 1 o TR 13
3.2.5 Y1 [T o I 13
3.2.6 L4 o1 (0] 1 1 S 14
3.2.7 [16= 0 [ 1110 T S 15

4  HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE S INDUKNE VAZANYM PLAZMATEM ICP-

1 16
s R U 1Yo Yo [T 16
4.2 Princip metody ICP-MS ......... i e s e e e e e e e e e e e e e eeeeesnnnnneeeennne 16

4.2.1 HIQVNICASE ICP-MS ... et e e e e 17
4.2.2 Zavadni vZorku do plazmatu ............eeeeeeiiiiiieeeeeeiiiiierre e 18
4.2.3 =74 1 = 19
4.2.4 =Y =T (0 )VZ= 1 LI [ 19
4.25 0o (U] ot =N T0] o 1 1Y [ = 20



© 0N

4.2.6 Interface (fechod iontového zdroje k hmotnostnimu spektrometru)....... 20

4.2.7 To] ] (0)YZ= o] 0111 VRO SUURPPPR 21
4.2.8 KvadrupOlovy analyzZator ............ccoe oo 21
4.2.9 Ptichod iontt KvadrupOlem ... e 22
4.2.10  DELEKEOI IOML......uuurrreeeeieiiiiiiee e e e e et e e e e e 22
o N R 11 (=] 0 (=T £ =] ol TP PPPPPTPPPPRRR 22
4.2.12  Zmisoby eliminace iNterferenCi........cccceeeiiieeiiieiiieieeee e 23
SEPARACNI TECHNIKY A JEJICH SPOJENI S ICP-MS......ciceeeieeeieeeeeen 24
5.1 Plynova chromatografie (GC) .......ccciiiicceeeeeeiiiiiiii e e e e e eneeneeeees 24
5.1.1 o AT Tod o I T T 24
5.1.2 [0S 0= 1o £= 1 | I €1 USRI 25
5.1.3 Spojeni plynové chromatografie s metodou MP-............oooevvvviviiiiieeennnnn. 27
5.2  Vysoce tinna kapalinova chromatografie (HPLC) ......ccceeeeeiiiii i, 28
5.2.1 Princip kapalinové chromatografie (LC)........ccooveiiivvviiiiiiiiiiiiiiicceeeeeenn 28.
5.2.2 o 1T o I | I 29
5.2.3 USPBAAANT HPLC ..ot 29.
5.24 Pouziti LC a HPLC ve spojeni S ICP-MS e oo 32
5.3 Kapilarni eleKtroforéza (CE) ............. o eeeeesimmnnniiiriieieeeerereesaeeessssssssssssseeees 32
5.3.1 o 1T o U 33
5.4  Kapilarni zénova elektroforéza (CZE) ........ooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 33
5.5 Kapilarni elektrochromatografie (CEC)....ccceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 34
551 o 1 T o3 o PSP 34
5.5.2 01U 4 (O = R 34
5.6  Gelova permeai chromatografie (Size Exclusion Chromatograpt8E€) ........ 34
5.6.1 1T o U 34
5.6.2 Volba gelu a mobilni fAze ... 35
5.6.3 Pouziti SEC ve spojeni S ICP-MS ... 36
5.7 lontov-vymeénnd chromatografie (IEC) ..........uuviiiiiiiiiiieeeiiiieiiiieeeee e 36
5.7.1 1T o U 36
5.7.2 DEleni iIoNtONENICT (IONEXI)......coeeeiiiiiiiiiiie e 36
5.7.3 POUZILT TEC ...eeiiie ettt sttt e e e e e sttt e e e e e s smnnnee e e ennneeeeas 36
5.74 D] (o] P UPUPPUPPRUPPRRTRN 37
5.7.5 PouZiti IEC ve Spojeni S ICP-MS ... 37
ZAVER ...ttt eeeaems ettt n ettt 38
SEZNAM POUZITYCH ZDROW ......cocuiuiviiriiieinisisinieininieeeeseesesasasesessse e 39
SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLW........coooviiriiicierceeeeeeeeennn 43

SEZNAM POUZITYCH RILOH



1 UvOD

Rozvoj analytickych sepafaich technik v minulych letech umoznil sledovaniéctady
prvki ve vzorcich biologického gwodu a ve vzorcich ziskanych z Zivotniho piredi
na ultrastopové urovni. Kvantitativni analyzou skat udaj o celkovém mnoZstvicitého
prvku ve zkoumaném vzorku, tyto informace ovSem ungryt vzdy dostaujici.

Kovy maji v dnesni dabvelmi Siroké vyuziti, mimo jiné jsou Zzadanym méaikam @i vyrob¢
konzerv pro potravirtdké &ely. Do ovzduSi se Ziznych zdroj uvoliuje celarada &zkych
kovt, které se nasledndostavaji do fdy a kontaminuji zegdélské plodiny. V potravinach
se kovy vyskytuji ve stopovém mnozstvi a toto mhdzsiaze byt proclovéka esencialni
nebo toxické. V poslednich desetiletich bylo Usitialytickych chemik koncentrovano
piedevSim na stanoveni celkové koncentraceikavtomu, v jaké chemické fotrse kov
nachazi, v jakém je oxidaim stavu, fipadré v jaké slodening je pritomen, bylo ¥novano
jen malo pozornosti.iRom praw urita forma, v jaké se kov nachazi, ma vliv na cetkov
toxicitu, biodostupnost a esencialitufikbladem n@ize byt chrom, ktery je esencialni
v oxidatnim stupni Ill, ale v oxidénim stupni VI je &kym karcinogenem, nebo arsen, ktery
je v anorganické fortn velice toxicky, kdezto jako arsenobetaigZzibe se nachazejici
v marskych plodech je neSkodny. Tato zjist vedla k rozvoji spectai analyzy. V oboru
analytické chemie potazmo v odborné litetatise pojem speciace objevil nd@elpmu
sedmdesatych a osmdesatych let. Termin speciacujerpostup, jehoz cilem je zjistit
arozlisit jednotlivé chemické formy ¢&itého prvku (specie) ve stanovovaném
vzorku.V dnesni dab je speciani analyza velice popularnim tématem, kterym senzab
celarada studii a praci.

Tato prace podava informace o kovech, které s&asij vyskytuji v potravinach, popisuje
moznosti kontaminace potravigntito kovy a podava iehled o analytickych metodéach,
které jsou vhodné ke stanoveaizmych forem kou v potravinach.



2 KOVY V POTRAVINACH
2.1 Kontaminace potravin kovy

2.1.1 Arsen

Do Zivotniho prosedi se arsen dostava zejménaiagleldku hutnicinnosti a spalovani uhli
(popilky z tepelnych elektraren obsahuji 40-110kgi§. Ke vstupu arsenu do Zivotniho
prostedi gispiva také mensi @ vulkanickac¢innost a zétravani hornin. Hrodni vody
obsahuji jen stopy arsenu v anorganické formamdska voda obsahuje 0,1-Qig-dm*
ve formg arsenitanu, arsefmanu, methylarsonové kyseliny a dimethylarsinové&ekiny.
Na rozdil od olova, kadmia a rtuti je arsentdp dosti mobilni i v neutrdlnim nebo mén
alkalickém progedi a za redukich podminek. To souvisi s lepSi rozpustnosti ¢gloum
trojmocného arsenu ve srovnani se &minami gtimocného arsenu. Diky mobditarsenu
v pidé je dostupny pro rostlinyippiijmu kaienovou soustavol.

2.1.2 Olovo

Do potravnihoiettzce se olovo dostava deptji z obalovych materidlu, v menSsi fai

z natrovych latek pipadré spalovanim fosilnich paliv. Nej{§im zdrojem zn@aSténi pro
Zivotni prostedi je doprava. Zivotni prasdi je nejastji znedisttno sloweninami
tetraalkyh olova, coZ jsou latkyidavajici se do pohonnych pafivRostliny mohou fjimat
olovo jednak z fidniho roztoku kenovym systémem, jednak z atmosféry depozici zegmén
na povrchu list. Zemedslska pida obsahuje gmérng 10 mgkg™. V listech strom kolem
frekventovanych komunikaci jsou zj@vany hodnoty az 700 migj’® Do ®la Zivagich
vstupuje olovo pedevSim oralni cestou v konzumované pdairak hlediska vyzivy lidi je
dulezity obsah Zeleza ve svalovina vnitnostech zwvat. Olovo se vyrazn hromadi

v ledvinach a jatrech.

2.1.3 Rtut

Rtut se do Zivotniho prostdi dostdva zejména diky vulkanick@nosti, spalovanim uhli
a pouzivanim rtuti v imyslu a zeradélstvi, @i vyrobé barev a dentalnich vypini (plomby).
Celkové mnozstvi rtuti vstupujici do atmosféry séaduje na 15 000 tun&ms. Koncentrace

rtuti v nekontaminovanychtplach se pohybuji v rozmezi 0,02—0,2-kggf. Vzhledem k malé

mobilité rtuti v pade piechazi rtd do rostlin jen mald.

2.1.4 Kadmium

Hlavnim zdrojem zn@Sténi Zivotniho prosedi a tedy i potravnihietzcecloveéka jsou éZba
rud Zeleza a zinku, spalovani fosilnich paliv aoba plasi. Kadmium se mize dostat do
pudy jako sodast nekvalitnich amonnych d@egalevsim fosfor@ych hnojiv, které k nam byly
v minulosti ve zn&né mie dovazeny z Afriky. Ke kumulaci kadmia také dodhaz

1 VELISEK, J.Chemie potravin 22002. s. 106-107

2 CHANG, L.F., et al. Speciation analysis of mercanyd lead in fish samples using liquid chromatogyap
inductively coupled plasma mass spektrometournal of chromatography.£007. s. 143-148

¥ HAJKOVA, J. Tezké kovy v Zivotnim prosedi a jejich vliv na lidsky organismuSZPL 2002.

* HAJKOVA, J. Tézké kovy v Zivotnim progedi a jejich vliv na lidsky organismuSZPl 2002.



v ¢istirenskych kalech a hnojenéntito kaly mize nezanedbatelnym gnbem pispivat
ke kontaminaci potravnihetzce?®

2.1.5 Selen

Selen pai mezi esencialni prvky. Jako s@st glutathionperoxidasy napomah&néum
vitaminu E. Glutathionperoxidasa zd#jige ochranu proti poSkozeni biologickych struktur
oxidaci. V girodk je selen minoritni slozkou sulfidmédi, stibra, olova a rtuti a je zde
zastoupen velmi nerovnamé. NejvySSi koncentrace selenu se nachézeji veeljoh
horninach. Je-li wita pida zenddélsky vyuzivana pro ¢stovani plodin nebo pastvu, pak jsou
koncentrace selenu v plodinach @etzvitat charakteristické proifslusnou oblast. Ve
vodéach niZe byt koncentrace selenu 2Iffgl900p-1™ v zavislosti na systému.

2.1.6 Cin

Cin setadi mezi neesencialni prvky. ¥ipdé se vyskytuje zejména jako mineral kassiterit
(oxid cinkity) a jako gimés v rekterych sulfidech. Zfsob kontaminace potravin cinem je
zejména z pocinovanych plécpouzivanych H vyrob¢ plechovek pro potravidgké ely.
Cin se z plechovky dostava do potraviny diky koroziového povrchu v mistech, kde je
naruSena ochranna vrstva laku. V poslednich lesechroto pestavaji pouzivat pocinované
plechovky pro ovocnétavy, kompoty a jiné kyselé potraviny. Organokovaléweniny
cinu, konkréts dibutylcin v koncentraci az 16@rdm?®, byly prokdzany ve vinech
transportovanych v nadobach z P¥C.

2.1.7 Chrom

Kontaminace potravin chromem hrozi zejména ¢ahtpotravin, které ip své vyrok
a skladovani fichazeji do styku s kovovymi materialy (ffag nerezayjici oceli). V €chto
piipadech mze byt fivodrs velmi nizky obsah na rovnikolika pg-kg™ podstates zvysen?

2.2 Nejcastéji zastoupené kovy v potravinach

2.2.1 Arsen

Arsen se ve vy$Sim mnoZstvi akumuluje ishgch rybach, hlavhv mékkySich a korySich,
kde je transformovan zejména na arsenobetain, @rhehlin a dalSi tégf netoxicke
organické sloteniny. Ve vysSim mnoZstvi setigie arsen a jeho sléeniny nachézet v ovsu,
ryzi a rekterych vinech. Bkteré plodiny, jako jsou tabak a bavina, mdjéivarsenu vysokou
toleranci a koncentruji ho vice neZ jiné rostlfflySloweniny arsenu jsou zastoupeny
v marskych produktech, vejcich a syrech. Obsah arsemorskych rybach je menSi nez
5 mgkg® a v ostatnich potravinach se pohybuje pod ikgig i kontrole spatebniho kose
na Slovensku v roce 2005 bylo z{i806 nejvice arsenu v ryzi, mléku, mouce a bramborach

N 1

Nejvice arsenu bylo stanoveno v ryzi, kde bylgm¥rné nalezyadow vyssi nez u ostatnich

> HAJKOVA, J. Tézké kovy v Zivotnim prosedi a jejich vliv na lidsky organismuSZPL 2002.
® VELISEK, J.Chemie potravin 22002. s. 95

" Handbook of hyphenated ICP-MS18

8 VELISEK, J.Chemie potravin 22002. s. 109

° VELISEK, J.Chemie potravin 22002. s. 92-93

0VELISEK, J.Chemie potravin 22002. s. 106-107



komodit. Tato skuinost mize byt vys¥étlena tim, Ze v oblastech, kde sstoje ryZze, mohou
byt pouzivany starSi pesticidy na bazi gkmin arsenu. A ryze jako plodinagtovana
na zaplavenych polich ma podstatryssi tendenci ke kumulaci latek rozpustnych veévo
véetns arsenu’ Tolerovatelna denni davka arsenu pro digmloveka je 140ug pri télesné
hmotnosti 70 kg'? Obsah arsenu ve vyznamnych potravinach je zazréametabulce 4.

2.2.2 Olovo

Relativre vysokou koncentraci olova se vyZog nékteré druhy zeleniny (Spenat, hlavkovy
salat, mrkev), jedlé houby a semena olejnin. Zgwtr ZivatiSného fivodu maji nejetsi
obsah olova vnihosti. VySSi obsah olova je ve umibstech starSich zZwait, coZz souvisi
swkem a vyZivou zvat. ZvySeny obsah olova je také zjistu potravin balenych
v plechovkach. To je Zgobeno kontaminaci obsahu plechovky olovem obsaiemyslitire
cinu, kterou je zataven Sev plechovky. Normalnidimia olova v krvi uc¢lovéka je 50—
120 mgdm™>."* Na Slovensku prathl v letech 1993-2005 monitoring spelbniho kose
a vramci tohoto vyzkumu byly zj&ty nejwtSi koncentrace olova v masnych vyrobcich,
uzeném mase, &kkych syrech a vinech. Dale bylo z§i8b, Ze nej#tSim dilem se na expozici
olova podili brambory, pitna voda, pivo, ovocriéwy a mouka (58 % z celkovéh#ijmu)™
Prijatelna denni davka olowanni 500ug pri télesné hmotnosti 70 kg. V tabulce 4 je uveden
obsah olova ve vyznamnych potravinovych surovir@plotravinach.

2.2.3 Rtut

Vysoky obsah rtuti byl zjigh v jedlych houbach a v nekych plodech, zejména ¢kterych
mekkysich a korysich. Obsah rtuti v rostlinach seymije v desetinach aZ desitkgaikg™.
MnoZstvi rtuti v &le zvitat zavisi na jejich potrav ZvySena koncentrace rtuti byla stanovena
nag. vjatrech a v ledvinach vodnich ptakFrijatelnd denni davka celkové rtuti pro
dosglého ¢loveka je 50ug pii télesné hmotnosti 70 kg. Vzhledem k malé mobilituti

v pids prechazi rtd do rostlin jen mald®. Obsah rtuti v potravinach je zaznamenan v tabulce
4.,

2.2.4 Kadmium

Kadmium z vody ve svéengle silné akumulujicetné vodni organismydsy, korysi, mikkysi).
Mezi rostliny, které ziskavaji velké mnoZstvi kadna pidy pati Spenat, hlavkovy salat
a rekteré olejniny. Obiloviny fijimaji jen mald mnozstvi kadmia. Z potravin Zii&néeho
puvodu maji nejvySsi obsah kadmia ¥ndsti a to konkréth ledviny, v kterych mze byt
obsah kadmia az o 2+#ady vysSi nez obsah povolny. Maso, vejce, mlék@:maél vyrobky
obsahuji kadmium jen ve stopovém mnoz&tviabulka 4 ukazuje, kolik kadmia se nachazi

ve vybranych potravinovych surovinach a potravinach

1 SALGOVICOVA, D., ZMETAKOVA, Z. Arzén, kadmium, ortii v potravinach v obchodngj sieti
v Slovenskej republikeBezpénos’ a kontrola potravin, V2007

2EGYUDOVA, 1., STURDIK, E.Tazké kovy a pesticidy v potravinadtiova Biotechnologica2004. s. 163
13EGYUDOVA, I., STURDIK, E.Tazké kovy a pesticidy v potravinadtiova Biotechnologic&2004. s. 163

14 SALGOVICOVA, D., ZMETAKOVA, Z. Arzén, kadmium, ortii v potravinach v obchodnej sieti
v Slovenskej republikeBezpénos’ a kontrola potravin, V2007

> HAJKOVA, J. Tezké kovy v Zivotnim prosedi a jejich vliv na lidsky organismuSZPL 2002.

18 VELISEK, J.Chemie potravin 22002. s. 102



2.2.5 Selen

Vysoky obsah selenu maji is&é ryby ne¢kkysi a korysi (Ugice, krevety), sladkovodni ryby
a vnitnosti (ledviny) jaténych zviat. Relativé vysoky obsah selenu maji také vejce,
piicemz \&tSina selenu je obsaZzena ve Zloutku. MIéko,ém@évyrobky a maso obsahuji
selenu mé# a tento obsah je velmi zavisly na vy&izvirete. Nektera krmiva pro zvata se

o selen zarrn¢ fortifikuji. Obsah selenu v potravinach rostlinnébhivodu zavisi na obsahu
selenu v pdé nebo pouzitych hnojivech. Vegetace z lokalit sokygn obsahem selenu
v piidé miize obsahovat aZ desitky rkg® tohoto prvku v susith Takovato koncentrace jiz
maZze vyvolat otravu zvat spasajicich tuto vegetaci. Géské republice je vzhledem
ke stopovym koncentracim wight obsah selenu v potravinach velmi nizky. Udajet 4894-
1995 naznéuji urité zvySeni hladiny selenu v potravinach, takze @§em blizi
doporkenym hodnotam. Na této skutesti se pravgpodobre podili dovoz zahratinich
potravin s vysokym obsahem seléhlabulka 5 zaznamenava obsah selenu v potravinach v
raznych zemich.

2.2.6 Cin

Prirozeny obsah cinu v potravinach je velmi nizkybRybsahuji 4-8 migg™. Ve wtSing
potravin je vSak koncentrace cinu men$i ne? kgig(nag. mléko 0,005; mouka 0,01;
Spenét 0,02). Potraviny konzervované v pocinovamptebhovkach obsahuji mnohonasébn
vy8i koncentrace cinu (Mapovocné #vy 30-260 mdg?). Denni dietarni davka cinu
se odhaduje na 3 mg. Tolerovana denni davka cima@sgleho ¢lovéka o hmotnosti 70 kg
je 140 mg'®

2.2.7 Chrom

Za bohaty zdroj vyuzitelného chromu se povaZzujioparské kvasnice. Za denni dietarni
davku chromu se uvadi mnoZstvi 50—-2@0° Obsah chromu ve vybranych potravinach je
uveden v tabulce 3.

3 SPECIACE KOVU

3.1 Specia&ni analyza

Rozvoj analytickych technik v séasné dob umoziuje sledovani celéady prvki v riznych
vzorcich na ultrastopové trovni. Udaje o celkovénsahu witého prvku ve zkoumaném
materialu, tj. informace ziskané kvantitativni gaali, nemusi byt vSak vzdy dostaté pro
posouzeni moznychéiinka této hladiny prvku v daném praéstli. Slodeniny €zkych kowi

a metaloid maji rozdilné vlivy a &znou miru toxickych &nka na Zivé organismy. Proto
bylo nutno rozliSit zné formy vazby prvk ve vzorcich biologickych materiéla také
ve vzorcich ziskanych z Zivotniho pri@sti. Speciace oztiaje postup, ktery ma za cil
rozliSeni, pipadreé stanoveni jednotlivych forem prvku ve stanovovangmorku. Pod
pojmem speciéni analyza se skryva stanoveni koncentraci jectyothi fyzikalns-
chemickych forem prvku, v nichZ se prvek ve vzovigskytuje, tedy fyzikals-chemicky stav

VELISEK, J.Chemie potravin 22002. s. 96-97
18 \VELISEK, J.Chemie potravin 2002. s. 109
9 VELISEK, J.Chemie potravin 22002. s. 93
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prvku. RozliSované formy prvku mohou byizna chemicka individua (n&ponty v riznych
oxidatnich stupnich, komplexy, organokovové sleniny, atd.). Rozdilné formy mohou byt
také definovany jako chemicka individua vazana edngtlivé faze vzorku, subsystémy,
skupiny slodenin (nap. bilkoviny, polysacharidy a pod.) nebo na biol&gicstruktury,
ale vtomto pipact se jedna spiSe o frakcionaci. ¥kterych gipadech se jednotlivé formy
odlisuji a definuji na zakladrozdilnych fyzikalg-chemickych vlastnosti jako je rozpustnost
a extrahovatelnostiznymi rozpou&tdly nebo afinita k chemicky modifikovanym fazim web
raizna reaktivita dchto forem se selektivnimiinidly. Po provedeni spediai analyzy je
mozné uit, v jaké forn® (formach) je prvek ve vzorkufpomerf®.

3.2 Formy kovu v biologickych materialech a jejich toxické @inky

Vazebné formy stopovych prukv biologickych materialech jsou velmiznorodé. Z toho
divodu je speciace stopovych pivk téchto materialech velice obtizna. DalSi obtize
pii stanoveni vazebnych forem mohou vzniknout dikylématabilie téchto forem
i samostatnych bioligaridtéchto prviki a také skut@osti, Ze je nutné detekovat ultrastopova
mnozstvi pislusného prvku vifpravené frakci. Stopové prvky v biologickych maich
interaguji s pitomnymi biomolekulami a ostatnimi sloZzkami biolcigggho materialu a s nimi
mohou tvdit nasledujici formy:
= Elementéarni formu
» Volné nebo hydratované ionty kiba nekow v riznych oxid&nich stupnich
= Komplexni slodeniny kowi s anorganickymi ligandy nebo s organickymi ligandy
o rizné molekulové hmotnosti jako jsou mapminokyseliny, peptidy a bilkoviny,
cukry a polysacharidy, polarni lipidy, hydroxykaxyové kyseliny, kyselina fytova
(t. 1,2,3,4,5,6-cyklohexanhexaol-hexakis(dihydnofgsfat)), rostlinné fenolové latky,
tiisloviny a flavonoidy, porfiryny aj.
= Malo rozpustné slateniny (sulfidy, sirany, fosfosmany, $avelany, hydroxidy)
= QOrganokovové slaieniny
= Kovalentni slodeniny nekovovych a polokovovych privkKnag. selenova analoga
sirnych aminokyselin, arsenova analoga kvarterafobniovych sloéenin apod.)
= Kovové ionty nebo komplexy vazané na povrchu newsiap/ch biopolymer

U vétSiny biologickych materidlje pi speci&ni analyzeitba pditat s tim, Ze stopové prvky

i majoritni slozky jsou ve vzorku distribuovany aenonerné a navic jsou obsaZzeny
v raiznych nadmolekularnich strukturach, Bémych stnachci bunéénych kompartmentech.
Z toho divodu se k separaci jednotlivych padilzorku pouziva zejména diferencialni
centrifugace. Zfisob izolace a frakcionace andlytusi byt vybran s ohledem na mozné
zmeny distribuce stopovych prikmezi jednotlivé faze nebo chemicky definované deak
acinkem chemickych a fyzikalnicRinitela pii izolaci, frakcionaci. Je tedy nutné uvazit
diusledky mozné denaturace biopolyrinerparcialni hydrolyzy uitych slozek nebo
chemickych zmn zpisobenych vlastnimi enzymy vzorku, které po rozrudmmscnych

2 KOPLIK, R., et al. Speciace stopovych piivke vodach, pdach, sedimentech a biologickych materialech.
Chemické listy 911997. s. 38-44
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kompartmeni prichazeji do styku s reaktivnimi substraty. Rozd@pgci&ni postup jeifeba
volit pfi analyze rostlinnych materigljiny u Zivati$nych tkani nebo biomasy.

3.2.1 Arsen

V zivotnim prostedi se arsen vyskytuje geptji v oxidacnich stupnich —III, O, Il a V.
Za mirnych reduknich podminek se arsen vyskytuje v trojmocné forako arsenitan.
Z anorganickych slaienin arsenu vznikaji jako produkty metabolickénosti vodnich
organisnii methylované formy, jako jsou dimethylarsinova Riyse methylarsonova kyselina
a arsenova analoga kvarternich amoniovychcslioin arsenobetain a arsenochéfioxicita
jednotlivych slogenin arsenu klesa v padi AsHy > AsO] resp. AgO; > AsO; >

methylarsonova kyselina > dimethylarsinova kysefirersenobetair arsenocholiri> Dosud
arsenu nebyla fFazena Z&dna utkZitd biochemicka funkce. Bylo prokazano,
Ze arserinanovy anion je ve fosforyaich reakcich akceptorem namisto fosfatu a to
zpusobuje, Ze arsetnany vyvolavaji v oxidativni fosforylaci hluboky zerat — nevytvieji
makroergické vazby jako fosfaty. Arsencéired pisobit toxicky v davkach 30-50 mg. Mezi
piiznaky chronické otravy arsenem ipatiedy na kZzi, typické zhrubnuti &e na dlanich

a chodidlech, ztrata vlasnehfi, zaZivaci potize a bolesti hlavy. V malych davkacharsen
piiznivé podminky a pouzivi se na zlepSeéthdshé hmotnosti a celkového stavu. Tolerance
na arsen friize byt zapi¢inéna rychlejsi pemenou As(lll) na As(V) v éle. Sloweniny As(lll)
jsou 5-20krét toxitgjsi neZ slodgeniny As(Vf*

3.2.2 Olovo

Olovo sefadi mezi toxické prvky a je nejrozgigjSim prvkem zd&Zkych kowi. Vyskytuje se

v oxidatnich stavech 0, Il a IV. Ve é&Sin¢ anorganickych slaienin se olovo nachazi
ve forme Pb(ll). Anorganické soli olova jsouétsinou Spaté rozpustneé, krogh octanu,
dusinanu, chlorénanu a chloridu. Z organickych skmnin olova jsou nejvyznanyjsi
tetraethylolovo a triethylolovo. Olovo je také sphé tvdit organické methylderivaty.
S wkem celkovy obsah olova v organismu stoupa. Biodblen(tinky olova se projevuji uz
pii koncentracich 0,1-0,2 mid. Toxicita olova sp&iva v jeho schopnosti vyt silnou
vazbu s triolovymi —SH skupinami, které jsou &sti rekterych enzym, v inhibici tvorby
hemoglobinu, v negativhimupobeni nacervené krvinky a nervovy systém. Nejvice se
akumuluje v kostech,isobi neurotoxicky a povaZuje se za potencialniikagen®

3.2.3 Rtut

Mezi negastji stanovované formy rtuti p&t anorganicka rttj methylrt’ a ethylrtu’.
V potravinach se vyskytuje rfuzejména v anorganické foémPredpokladany dennitfem
z ryb a maskych produki je 3pg, z toho je 20 % v anorganické fa¥fna 80 % ve forma

2L KOPLIK, R., et al. Speciace stopovych pivke vodach, fidach, sedimentech a biologickych materialech.
Chemické listy 911997. s. 38-44

22 KOPLIK, R., et al. Speciace stopovych pivke vodach, fidach, sedimentech a biologickych materialech.
Chemické listy 911997. s. 38-44

3 VELISEK, J.Chemie potravin 22002. s. 107

** PROUSEK, JRizikové vlastnosti latoR001. s. 57-58

% PROUSEK, JRizikové vlastnosti latoR001. s. 53-54
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methylrtuti’® Speciace rtuti v rybach, ale i vjinych biologicky materidlech, sgtva
zejména ve stanoveni methylrtuti plynovou chromefig Fri izolaci methylrtuti ze vzorku
se nejprve provadi extrakce z presfi Zedné kyseliny chlorovodikové do toluenu
a nasledna reextrakce neutrdlnim vodnym roztokesteow. Po offovném okyseleni se
analyt znovu extrahuje do benzenu a nasleduje wtananap. plynovou chromatografii
s vyuzitim hmotnostniho spektromeffu.Toxicita jednotlivych forem rtuti klesa fads
alkylrtutnaté slodgeniny (hlaveé CHsHg") > péary elementarni rtuti > ninaté soli >
alkoxyrtw’naté slodgeniny > rtwné soli. Ripad hromadné otravy rtuti byl zaznamenén v Irdku
v disledku pouZiti obili oS&ného organortinym fungicidem pro potraviigke &ely. Hi
intoxikaci rtuti a jejimi slodeninami jsou poskozeny ledviny a mozekirky jednotlivych
forem rtuti jsou rozdilné.iiPotraw methylrtuti dochazi k porucham smyslovych funkeii a
polyké&ni. Methylrtdd ma také teratogenntimky. Otrava anorganickymi sléaninami niize
vést ke snizeni produkce thamebo az k selhani ledvin. Otravy rtuti a slewninami rtuti se
l[é¢i pomoci latek s kompexotvornymi ciky (glutathion, dimerkaptosukcinét,
dimerkaptopropanofi® Mezi nejtEzngj$i metody pro stanoveni speciaci rtuti ipdtC a
HPLC. Vyhodou pi stanoveni itznych forem rtuti metodou HPLC je jednoduch@pmava
vzorku a to, Ze HPLC dovoluje provfidseparaci Hg za laboratorni teploty. NgjiejSimi
zpasoby detekce spojené s HPLC jsou ICP-MS a ICP-AB& metody maji nizké deteki
limity a vysokou selektivitu, nevyhodou je relatéwysoka p#izovaci cen&’

3.2.4 Cin

Vysoce toxické jsou iedevSim organokovové skmniny cinu. Toxické &inky cinu
se projevuji az i dlouhodobé konzumaci potravin svelmi vysokym aiEm cinu
(1400 mgkg1).*°

3.2.5 Selen

Selen se vyskytuje vetyrech oxidé&nich stavech (-1l, 0, +IV, +VI) a v mnoZstvi
anorganickych a organickych slkmnin. Mezi organické sl@eniny obsahujici selen
v oxidatnim stavu —II pat selenové aminokyseliny a nestalé formy jako jdimoethylselenid
a dimethyldiselenid. Ty jsou vzhledem k ostatnimnfam Se méhtoxické>* Mezi selenové
aminokyseliny pdaf selenocystein, coZ je geneticky kdédovana (tzv.) ziminokyselina
piitomnd v glutathionové peroxidase a selenoprot@indalsi selenovou aminokyselinou je
selenomethionin, ktery neni geneticky odliSitelny methioninu, proto je povazovan za

% EGYUDOVA, 1., STURDIK, E.Tazké kovy a pesticidy v potravinadiiova Biotechnologice2004. s. 163
?’KOPLIK, R., et al. Speciace stopovych pivike vodéach, fidach, sedimentech a biologickych materialech.
Chemické listy 911997. s. 38-44

2 VELISEK, J.Chemie potravin 2002. s. 105

% DONG, L.M., et al. On-line coulping of flow injéon displacement sorption preconcentration to high-
performance liquid chromatography for speciatiomalgsis of mercuryJournal of chromatography .A2004.
s.119-125

%0 VELISEK, J.Chemie potravin 22002. s. 109

31 Determination of Organic and Inorganic seleniune@gs Using HPLC-ICP-MS Inlandbook of hiphenated
ICP-MSs. 18-19
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inaktivni®? V rostlinach, které sithakumuluji selen, je tento prvekifpmen hlavi ve forms
Semethylselenocystein, y-glutamyl-Semethylselenocystein, Semethylselenomethionin,
selenocystathionin. Selen ve fafmselenovych aminokyselin, které jsou &asti molekul
proteini, je zastoupen zejména v potravinach. \&Siw¢ potravin rostlinného jvodu je
hlavni formou selenu selenomethionin.c&sneku je selen zastoupen jako selenocystein
a organické selenidy. V potravinach Zi&ného @dvodu je tSina selenu vazana

v selenocysteint® Ke speciani analyze selenu v lidském séruifa byt pouZita metoda
SEC-ICP-MS** Pro rutinni stanoveniiznych forem selenu ve vzorcich vod a potravin je
vhodnd metoda HPLC-ICP-MS s kolign reakni celou® Nevyhoda pouZiti
chromatografickych metod tkvi vtom, Ze selenovémfp mohou reagovat se stacionarni
a mobilni fazi. Tento problém nenastava gouziti metod CZE-ICP-M& CIEF-ICP-MS.
Metodu CZE-ICP-MS Ize pouZit ke stanoveni S$estierfor selenu (S&, S&V,
selenocystamin, selenocystein, selenomethionin @4d3any v glutathionu). Metodou CIEF-
ICP-MS je vhodna zejména pro stanoveni organickgom>® Chronické expozicéloveka
zvySenym davkam selenu se projevuje ¢pardychacich cest, edémem plic, krvacivosti,
koznimi zménami a depresemi. Charakteristicky jesnekovy dech, jehoZz nositelem je
dimethyldiselenid a kovova chw Ustech’’ Nedostatek Se vyvolava poruchy, jako je svalova
dystrofie, cysticka fibrosa, legiofsk& nemoc a roztrouSena skler6za. Selen je toxicky
v nadn#rnych koncentracich, ale esenciélfiifgziologickych koncentracicf

3.2.6 Chrom

Prvek, ktery nize mit formu komplexu veétyfech odliSnych valemich stavech (lll, IV, V,
VI). Dvé negastjSi, a tim padem i né&pstji detekované, formy chromu jsou chrom
trojmocny a Sestimocny. Trojmocny chrom je chamakéean jako esencialni a vyznamnym
zpisobem se podili na metabolismu sactiagdipidi.>® V metabolismu sacharictrojmocny
chrom pravédpodobr usnaduje reakci mezi sulfhydrylovymi skupinami bigmych
membran s disulfidovymi skupinami inzulinu, a takna#iuje inzulinem stimulovanou
utilizaci glukosy. Vyssi davky chromuigobi jako prevence proti diabetwa@sté&né snizuji
hladinu cholesterolu a triacylglycetolv krevni plazni, sowasré se zvySuje podil

lipoproteini o vysSi hust@t DalSi funkci chromu je chranit DNA proti tepeldénaturaci.
Oproti tomu slogeniny obsahujici Sestimocny chrom (chromany, dietanoy) jsou vysoce

32 PALACIOS, O., LOBINSKI, R. Investigation of theastility of selenoproteins during storage of humarum
by size-exclusion LC-ICP-MSalanta 2007. s. 1813-1816

33 VELISEK, J.Chemie potravin 2002. s. 97

3 PALACIOS, O., LOBINSKI, R. Investigation of theastility of selenoproteins during storage of humarum
by size-exclusion LC-ICP-MSalanta 2007. s. 1813-1816

% Determination of Organic and Inorganic seleniune@gs Using HPLC-ICP-MSHandbook of hiphenated
ICP-MSs. 18-19

% MICHALKE, B., SCHRAMEL, P. Application of CZE-ICRAS and CIEF-ISP-MS for selenium speciation.
Journal of chromatography.A998. s. 71-80

37 VELISEK, J.Chemie potravin 2002. s. 97

3 MICHALKE, B., SCHRAMEL, P. Application of CZE-ICRAS and CIEF-ISP-MS for selenium speciation.
Journal of chromatography.A998. s. 71-80

39 Determination of Trivalent and Hexavalent Chromium Pharmaceutical, Nutraceutical, and Biological
Matrice Using IC-ICP-MS IHandbook of hiphenated ICP-MS 34
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s syt

toxické a vykazuji alergenni, mutagenni a karcimogeXinky. Mohou zpisobit poruchy
ristu, poskozeni jater a ledvin # kontaktu s kZi mohou vyvolat ekzémy®°

3.2.7 Kadmium

U¢inky kadmia na lidsky organismusigeho nadndrném gijmu mohou byt chronické
a akutni. Nasledkem akutni otravy kadmiem mohou brgnchitidy a plicni edémy.
Chronickd expozice kadmiem tgobuje onemocmi ledvin a jater, dekalcifikaci kosti
(zpomaluje seist a dochazi k bolestivému zkracovani kosti), hypeii, rakovinu plic,
prostaty a plicni fibros§*

“0VELISEK, J.Chemie potravin 22002. s. 93
*L HIJOVA, E., KUCHTA, M., NISTIAR, F. Kadmium — s#l aktudlne riziko v Zivotnom a pracovnom
prostrediZivotné podmienky a zdravi004. s. 27
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4 HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE SINDUK CNE VAZANYM
PLAZMATEM ICP-MS

4.1 Uvod

Metoda ICP-MS je viceprvkova analytickd metodar&t®ma pro ¥tSinu prvki vyrazreé nizsi
meze detekce neZiné analytické metody a je vhodna zejména protojpasou analyzu.
Metoda ICP-MS vyuZivd vysokoteplotniho ICP zdrojeery pevadi atomy prvk
obsazenych ve vzorku na ionty, které jsou naslesiparovany a detekovany hmotnostnim
spektrometrem.
ICP je metoda, ktera se ve spojeni se spektronodieiila asi ped 30 lety a v dneSni déke
nevyuziva jen jako zdroj charakteristickéhoierd zpracovaného na analyticky signal
v optické emisni spektrometrii, ale také jakiniy acasow stabilni zdroj slouzici jako zdroj
analytického zpracovani pomoci hmotnostni spekttoeme Spektrometrie s inddke
vazanym plazmatem davaji velicelepné a spolehlivé vysledky a to pome rychle
a jednodusg.
Zakladni vlastnosti ICP Ize shrnout do nasledujidiodi:

- Pouzitelnost pro 68 prikperiodické soustavy (prvky stanovované pomoci ICP-

MS a jejich giblizné detekni limity jsou uvedeny v tabulce 5).

- MoZnost multielementarniho, simultanniho a sekmnémo stanoveni

- Vysoka selektivita

- Dobré meze detekce priviza jednotnych optimalizovanych podminek zdroje

- Velky linearni rozsah kalibrace (4+&di)

- Minimalni nespektralni interference

- MozZnost analyz pevnych, kapalnych i plynnych vzork

- MoZnost analyzy stopového mnozZstvi vzorku

- Prijatelna gesnost (1-3 %) a spravnost

- Rychlost analyzy a jeji automatizovatelnost

4.2 Princip metody ICP-MS

V plazmatu je ionizovan iedkny roztok nebo odgany vzorek. Malym otvorem, tzv.
sampling a skimmer konusem, ionty vstupuji do vaiéno prostoru s elektromagnetickymi
cockami, kvadrupolovym hmotnostnim filtrem a elektreaBicovym detektorem.
Elektromagnetické&ocky usmeriuji tok ionti tak, aby ionty obeSly ipkdzku, ktera brani
pronikani rusivych fotoi z plazmatu na detektor. Nasl€édaou ionty v kvadrupélovém filtru
rozkmitany tak, Ze i urcitém nagti a frekvenci radiovych vin na elektrodach kvadup
projdou pouze ionty o daném m/z. Ostatni druhytigebu oderpany nebo se vybiji na
sttnach kvadrupdlu. Kvarupélem proslé ionty vybudiek&ronasohii signal, ktery je zesilen
a elektronicky zpracovan. Na detektor Ize v krakkymatervalech vypoust ionty o fizném
m/z, a to diky tomu, Ze Ize rychle gepré ménit nagti na elektrodach kvadrupélového filtru.
To znamena, Ze mohou bygfany 1izné nuklidy o relativni atomové hmotnosti hapd 3 do
256. Za&izeni tedy rozpoznava odlisné relativni atomové tnimsti ionfi (nuklidy, izotopy),
ale nerozpoznava chemické prvky podle elektronovyabali. Koncentrace izotap
a chemickych prvik jsou stanovovany a piany dle koncentkmi kalibrace, kteraijedchazi

“2 Spektroskopicka spalaost Jana Marca Marcpektrometrie s inddké vazanym plazmaterh997
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meieni. Cestu vzorku od zavedeni do plazmatu po dosdmmotnostniho spektrometru
ukazuje obr¢. 1.

ZrnlFend Desaolvatace Odpafovand Atomizace Tonizace Hinothostnd analyza
-t Flymmer
Eapalny ':”: “.. 4 wzorek
vzotek T~ e Qe | |
;::i-'::w ' oo [
e LLellhh R
i Castice —+ Dlolekula + Atom r[on + Hrotnostd
spektrum
Pevry
wzotek
Zemlzoval (kapalina) Sprejova Tlazma Hmotnostni
Laser (pevna Latka) kotnora speltrometr

Obrézeke. 1 Cesta vzorku od zavedeni po dosaZeni hmothostpéktrometrtf

4.2.1 Hlavni éasti ICP-MS

s vz

Hlavni ¢asti ICP-MS jsou znazogny na obrazkw. 2. ICP- MS je tveéeno peristaltickym
cerpadlem, které nasava kapalny vzorek do zamtivee kterém je roztokipveden na
aerosol. Nasleduje plazmova hlavice, ve které jeege/ano plazma, civka a radiofrekgen
generator. Rechod iontového zdroje k hmotnostnimu spektromstrnazyva interface. DalSi
casti je iontova optika, jejimz ukolem je rozdsiontovy svazek, tak aby obeSel pohlcéva
fotond (desttka v ose fistroje chranici detektorigd dopadem fotar) a poté ho oft zosti.
Nasledr’ ionty putuji kvadrupolovym analyzatorem, kterynojdiou jen ty o utitém pongru
hmotnosti a ndboje iontu. Z kvadrupoldlového andtigrmu dopadaji ionty na iontovy detektor.
Mezi dalSi ¢asti ICP-MS pat pccitag, fidici systém, chladici a ventild zaizeni

Iv L

a automaticky davkovaJednotliv&asti ICP-MS jsou podrokirpopsany nize.

3 VITOULOVA, E. ICP-MS InPraktikum z instrumentélni a strukturni analyzy
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Flazma

Plyn — Evadrupol

v C ' Deteltor
Fenlboval Tontova optika

Obrazeks. 2 Schéma ICP-M$

4.2.2 Zavadéni vzorku do plazmatu

Zavadni vzorku do plazmatu dosud fiamezi nejslabstlanky instrumentace. ICP, jako
zdroj excit&ni a ioniz&ni energie, fize byt pouzivano k analyze kapalnych i plynnych
vzorka a s vyuzitim tiznych technik také kifmé analyze vzork pevnych. Hlavnim Gkolem
je prevést kapalny vzorek na aerosol a transportovae rkapéky vzorku do plazmatu.
Kapalny vzorek je do zmlZova nasavan peristaltickygerpadlem. Tam je roztokigveden
na aerosol (drobné katliy), ktery je veden if@s mlZnou komoru, ve které dochazi k rdedi
kapek podle velikosti. Do plazmatu jsou vedeny fapicky urcité velikosti®® Zavedeni
vzorku do plazmatu je znadz@mo na obr¢. 3.

44 Schéma ICP-MS. Dostupné z: <http://www.carlstuartfOnline-Shop/Chromatography/ICP-MS-Supplies/
Description>

> Spektroskopicka spaleost Jana Marca Mar&pektrometrie s inddké vazanym plazmaterh997
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Vstupy Argonu

ICP horak

Zmlzovac

Obrézek’. 3 Schematické znazani transportu vzorku do plazmatu

4.2.3 Plazma

Pri zahrivani latky v plynném skupenstvi dochazi postukieji atomizaci a ionizaci a diky
tomu latka pejde na plazma. To bywaasto povazovano zdvrté skupenstvi hmoty. Plazma
Ize definovat jako ionizovany makroskopicky neutighlyn, v imz volné elektrony a ionty
vykazuji kolektivni chovani. Kolektivnim chovanira sozumi ty pohybyastic, které zavisi
nejen na lokalnich podminkach, ale i na stavu paame vzdalegjsich oblastech’ Plazma
obsahuje dostatay paiet elektricky nabitychtastic, gicemz pdéet kladnych a zapornych
iontd je stejny. Cela soustava je elektricky vodiva, @tkow nevykazuje elektricky naboj,
tzn. je kvazineutralni. iechod plynu na plazma se uskiiigle dodanim energie, ktera je
vySSi nez ionizéni energie fitomnych atom. Této energie se zpravidla dosahneradm na
vysoké teploty. Vlivem ionizace se v plynu¢mau objevovat volé pohyblivé elektricky
nabité ¢astice. Hlavni Ulohu fitom hraji velmi pohyblivé elektrony, kteréfipsrazkach
odevzdavaji svou kinetickou energiéz&§im atomim a molekuldm. To vede k dalSimu

zativani soustavy a k prohlubovani atomizace a ioeiZhc

4.2.4 Generovani ICP

Vyboj ICP je iniciovan v plazmové hlaviciignosem vysokofrekvéniho plynu do proudu
plynu a prvni ionizéni impulz se dodé z Teslova transforméatoru nebakéat zatratym

“ GODULA, M. Sowasné inovace a trendy ve vyuZiti koliznich celR-MS. 2008
*" Spektroskopicka spalrost Jana Marca Marcpektrometrie s inddké vazanym plazmaterh997
“8VITOULOVA, E. ICP-MS InPraktikum z instrumentélni a strukturni analyzy
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uhlikem. Plazmové hlavice jsou vyrobeny ze zaruwagch trubic obvykle ziemenného
skla a jsou uloZeny v inddki civce. Jako plazmovy plyn se pouziva snadnazowatelny
argon, mea casté je plazma argon-dusikové. Ng&$v nevyhodou argonu je jeho nizka
tepelna vodivost omezujiciéinost atomizénich proces. Tuto skuténost lze zlepSit

piidavkem vodiku (plyn s nejvy3si tepelnou vodivoStildealni je toroidni tvar plazmatu.
Prostedkem prochazi relativrchladny analyticky kanaf

4.2.5 Produkce ionti v ICP

Vzorek jako aerosol je vnasSen do plazmatu, kdeygi$en. VysuSengasteéky vzorku jsou
plazmatem rozloZeny na atomy. Atomy jsou ionizovgonptoZze hmotnostni analyzator je
schopen operovat pouze s ionty. Z Usti plazmoveiddavystupuje analyt jako sf® ionii

a atom.

4.2.6 Interface (piechod iontového zdroje k hmotnostnimu spektrometru)

lonty jsou z plazmatu transportovany do hmotnostripektrometru skrz specialni rozhrani.
Vyboj ICP pracuje za atmosferického tlaku, ale hmetni analyzator pracuje za nizkého
tlaku. Rechod je tveen dema kuzely, v jejichZ vrcholech jsou malé otvory rfk8y). Prvni
kénus se nazyva vzorkovaci a je pimrodo plazmatu, kde odebira z analytického kanalu
proud ionfi, m& otvor o velikosti asi 1 mm. Druhy kénus seasmfe jako ,skimmer* a ma

0 neco mensi otvor nez prvni konus #ghizne 0,75 mm. Mezi kdnusy se tlak sniZuje tota
vyvévou, kdezto prostor iontové optiky a hmotnostnimalgzatoru je evakuovan pomoci
turbomolekuarnich pump. fiPpraichodu @es rozhrani jsou ionty urychlovany tlakovym
spadem az na rychlostifgkraiujici rychlost zvuku. Konusy jsouftipevrény k vodou
chlazené desce, a tim je zaji# jejich bezpina teplota® Schéma fechodu mezi ICP a MS
je znazorgno na obrazkk. 4. Jako material pro vyrobu kériuse netastji pouziva nikl
nebo platina (pro praci s vysSimi koncentracemiekg® Technika ICP-MS je vhodna pro
vzorky, jejich? koncentrace soli niefraiuje 2 gl™. U vzorka s vy$sim obsahem soli dochazi
k ucpavani otvar v kénusech?

%9 Optick& emisni spektrometrie s indok vazanym plazmat&bornik z pedna$ek1994. s. 11-18
0 VITOULOVA, E. ICP-MS InPraktikum z instrumentalni a strukturni analyzy

L www.perkinelmer.com. The 30-Minute Guide to ICP-MS

*2VITOULOVA, E. ICP-MS InPraktikum z instrumentalni a strukturni analyzy
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Vzorkovaci konus

Obrazeke. 4 Rozhrani ICP-MS

4.2.7 lontova optika

V ose paprsku je umista zarazka, jejimz ukolem je chranit detekttedpdopadem fotan
Pokud by fotony na detektor dopadly, doSlo by kgSemi Sumu a pozadi signalu. lontové
cocky iontovy svazek rozogiji, aby obeSel zardZzku fotbna poté ho off zaosti, aby mohl
pokrasovat mezi elektrody kvadrup6h.

4.2.8 Kvadrupélovy analyzator

Kvadrupdlovy analyzator je twen ctyimi elektrodovymi tgemi kruhového nebo
hyperbolického priezu o piiméru 12—-18 mm a délce asi 200 mm. Tytdetysou umisiny
symetricky a vzdy d¥ protilehlé jsou vodi¥ propojeny. Na jeden pardiyje viozeno kladné
a na druhy zaporné stejnosmé nagti. Zarove: je na tye privadéno také gdidavé napti
0 VétSi hodna¥, nez jsou stejnostme slozky. Vysledné nép prislusného paru ty v daném
casovem okamziku tedy vznik&itanim obou proudl Po \tSinu periody maji t§e
s kladnym stejnos#énnym nagtim kladné nagti a ty¢e se zapornym stejnogmym nagtim
zaporné nafti. V ose mezi tyemi je nulové nafi a vtomto smru jsou givadény
analyzované ionty> *°

>3 GODULA, M. Sowasné inovace a trendy ve vyuZiti koliznich celR-MS. 2008

> Spektroskopicka spalrost Jana Marca Marcpektrometrie s inddké vazanym plazmaterh997
*VITOULOVA, E. ICP-MS InPraktikum z instrumentélni a strukturni analyzy

* JARVIS, I, McLAREN, J.W., WILLIAMS, J.G Handbook of Inductively Coupled Plasma Mass
Spektrometry1992. s. 37-38
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4.2.9 Prichod ionta kvadrupolem

V kvadrupélovém filtru dojde k rozkmitani iant tak Ze P urcitém nagti a frekvenci
radiovych vin na elektrodach kvadrupélu projdou zmionty o ukitém pongru m/z (pongr
hmotnosti iond a jejich naboje). lonty, které maji jiny pénm/z jsou odvedeny pénebo se
vybiji na tyich kvadrupodlu. Ty ionty, které kvadrupélem projdeybudi v elektronasotii
signdl, ktery je zesilen a elektronicky zpracovVamPrichod ionfi kvadrupélem ukazuje
obrazeks. 5.

® 0 >ol\4—
) B &/

Obrézek’. 5 Schematické znazaemi kvadrupold®

4.2.10 Detektor ionti

lonty, které proSly kvadrupdlem jsou detekovanyketndsobiem. Elektronové nésals
maji schopnost zesilit elektronovy proud-40Fkrat. Mivaji tvar zuZujici se trubice, do jejiz
Sir3i casti dopadaji ionty. Sirsi konec méa negativni paitdn ktery je uzemgn a snérem

k uzkému konci postugnklesa k nule. lon vyrazi elektron, ktery dopadanmato s mé&
negativnim potencialem a vyrazi dalSi elektronylSibai narazy elektrain se signal z&tSuje

a zesileny proud elektrane veden do zesilova, kde je vyhodnocovan.

4.2.11 Interference

V ICP-MS je nutno péitat s celouradou ruSivych vl matrice, které se&l na spektralni
a nespektralni interference. Matrice vzorku (dopdna sloZzka obsazena ve vzorkujze
byt velmi jednoduchd, jako né&hglad vzorek pitné vody stabilizovany kyselinou @asu,
nebo velmi slozitA — ndp vyluhy pid nebo odpail kde je matrice vzorku t¥ena
komplikovanou srisi ionti, komplexi a organickych latek o ztiaé koncentraciCim Vétsi je
variabilita matrice, tim obtiZgi je odstrasni pripadnych ruSivych vlii. Dalezitym
faktorem je porér mezi koncentraci analytu a koncentraci matricgerferenci matrice
rozumime efekt rozdilné velikosti signalu, kteraskame pro stejnou koncentraci analytu
v ¢istém standardu a zd@immnosti doprovodnych slozZek.

= Spektralni interference
MuZe nastat &olik moznosti:

- Hmotnostni pekryv izotom raznych prvki se stejnou hmotnosti (eliminuje se
volbou vhodného izotopu nebo matematickou korekci)

>" Spektroskopicka spalrost Jana Marca Marcpektrometrie s inddké vazanym plazmaterh997
%8 www.perkinelmer.com. The 30-Minute Guide to ICP-MS
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Hmotnostni pekryv stanovovaného prvku s molekularnimi nebo g@kigickymi
ionty se stejnou efektivni hmotnosti (m/z). Ty senfuji v plazné¢ z prekurzoi
vznikajicich z plazmovych plyn vody a kyselin pouzitych pro rozpo&st matrice
vzorku.

= Nespektralni interference
Tyto interference zjsobuji zvySeni i sniZzeni signélu a jsousgbeny nasledujicimi jevy:

Ovlivnéni transportu a zmlZzovani

Efekty ovliviwijici ionizaci v plazmy, které jsou neépstji zpiasobeny vySSimi
koncentracemi snadno ionizovatelnych girviebo pitomnosti organické matrice
Blokady na vstupnich clonéch interface vznikajisazovanim soli (metoda se
pouziva pro roztoky obsahujictdn od 0,2 % soli, max 1 %.)

Matrici indukované zmny v iontovém paprsku. &Sinou se jedna o zmy
rozloZeni elemeiitv iontovém paprsku. Tyto efekty igobuji vysoké koncentrace
Na, K, Cs, Mg, Ca (zvySeni signalu), B, Al, U (smEsignalu).

K eliminaci nespektralnich interferenci je ¢&g$€ji pouzivana metoda viitich standaril
Musi platit podminka, Ze mechanismus interferenami@ ovlivreni musi byt stejné pro
analyzované vzorky a viiti standard?

4.2.12 Zpusoby eliminace interferenci
MozZnosti eliminace interferenci jsou nasleduijici:

odstragnim matrice

ziedénim vzorku

matematickou korekci

optimalizaci pivodu vzorku - nap chlazena zamlZzovaci komora (0,2°C), niZSi
pratok vzorku nez 0,4 mhin™)

eliminaci sekundarnich vyhbpj

eliminaci interferenci kolizemi v kdbnusech

hmotnostnim analyzatorem s vysokym rozliSenim

pouZitim kolizré-reakéni cely — odstraii interferujicich polyatomickych iofit’

*VITOULOVA, E. ICP-MS InPraktikum z instrumentalni a strukturni analyzy
% GODULA, M. Sowfasné inovace a trendy ve vyuZiti koliznich celR-MS. 2008
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5 SEPARACNI TECHNIKY A JEJICH SPOJENI S ICP-MS

Pti stanoveniidznych forem ko je velice dilezité spojeni vybrané sepanatechniky, ktera
ma& za ukol oddit od sebe #izné chemické formy preknebo frakce obsahujici skupinu
vybranych specii s prvkeévselektivni detetni technikou. V nasledujicich kapitolach je
diskutovano pouziti ICP-MS jako prvkového detektaruybranych sepataich technik GC,
HPLC, IEC, CE, CZE, CEC, SEZ. Moznosti spojeidnych separaich technik za felem
speci&ni analyzy jsou zapsany v tabulce 1.

Separani metody vyuZzivaji rznych fyzikalnich, fyzikalsd chemickych vlastnosti sloZzek
vzorku k tomu, aby byl vzorek rogén alespa na dva podily odlisného slozeni. Ukolem
separace je zvysit latkovy zlomek jedné nebo vicZek pivodniho vzorku vzhledem
k ostatnim pitomnym slozkam. Metody separace lze charakterizegbektivitou, rozsahem
pouzitelnosti a frakciortai kapacitou.

Selektivita oznéuje schopnost separd metody dlit latky na zaklad jedné nebo vice
vlastnosti. Pokud jsou latkyégny podle rozdil ve tvaru molekuly jedna se o selektivitu
strukturni.

Rozsah pouZitelnosti charakterizuje schopnost nyewidit urc¢ity typ vzorku vzhledem
k fyzikalnéchemickym vlastnostem slozek. Z tohoto hlediskaseparani technika nize
ozn&it, jako vhodna pro separaci atdymolekul nebo makromolekul, popvhodné pro
separaci latekekavych nebo nekavych.

Maximalni pa@et slozek, ktery rive byt rozdlen v jediné operaci udava frakcigma
kapacita®*

5.1 Plynovéa chromatografie (GC)

5.1.1 Princip GC

Analyticka metoda plynové chromatografie je zal@ema opakovaném ustaveni
rovnovazného powmu koncentrace analytu mezi stacionarni a mobibdi. fVzorek se
davkuje do proudu plynu a déle je unasen kolonahyP analytu v sepafaim systému je
prevazmié uréen migraci vyvolanou mobilni fazi, nosnym plynenedié migrace riize pohyb
analytu zfisobovat také difuze a to jak v mobilni, tak i vacinarni fazf> Aby mohlo dojit

k transportu vzorku, musi byt ihnetepénén na plyn. V kolos dochézi k separaci sloZzek na
zaklad rizné schopnosti poutat se na stacionarni fazi. $ladkchazejici z kolony jsou
indikovany detektorem. Signal z detektoru se vylodifie a Zasového pibehu intenzity
signalu se Wi druh a kvantitativni zastoupeni slozek Plynovbmomatografii Ize separovat
takové latky, které maji dostatey tlak syté pary, jsou tepeéinstdlé a maji relativni
molekulovou hmotnost mensi nez 1000. Plynova chtognafie nize byt pouZzita k separaci
plynd, wetSiny nedisociovatelnych kapalin, pevnych organatkymolekul a mnoha
organokovovych latek. Analyty nevyhovujicich vlastti mohou byt fevedeny na derivaty,
které uz v analyze plynovou chromatografii poubiy mohou®*

®1VOLKA, K. Analyticka chemie 111995, s. 151

82 SEVCIK, J. GC a jeji aplikace v organické analyz&ostupné z: <http://www.natur.cuni.cz/~sevcik/
plyn_chrom.pdf>

%3 KLOUDA, P.Moderni analytické metod2003
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5.1.2 Usparadani GC
Na obrazkw. 6 je znazoréno schéma usgadani plynové chromatografie.

Vzorek Zesilen signahy

RigLﬂétOI’ I astik vzorkn
priftolou a nosného plym

v

Chromatogram

\
Deteltor jednotlirich
sloZel

\ Termostat
Y

\ Chromatograficka kolona
Mosny plyn

Obrézek. 6. Usp@dadani plynové chromatografie

= Zdroj nosného plynu
Nosny plyn (mobilni faze) je umist v tlakové nadob Jako nosné plyny se degtji
pouzivaji vodik, dusik, helium nebo argori Yolb¢ plynu se musi uvazovat faktory jako
viskozita, &innost, reaktivitagistota, typ pouzivaného detektoru, cena a inertk@siozkam
vzorku. Nosny plyn nemarimy vliv na separaci. N&pc¢asto vyuzivany vodik ma zasadni
nevyhodu — je hidavy a explozivni, fipadré schopny hydrogenacekterych latek, které pak
detekujeme navic.iPvolbé nosného plynu hraje také roli druh kolony a detekt®

= (istici zatizeni
Ukolem ¢isticiho z#izeni je zachycovat vihkost a digoty v nosném plynu. Odstraje
z nosného plynu zbytky nez&doucich gilynstopy reaktivniho kysliku, ktery trvale poSkazuj
stacionarni fazi.

* Regulani systém
Jednd se o elektronické regina zaizeni, které slouzi k ovladanigpokia a tlaku nosného
plynu. Regulator gitoku zajifuje konstantni nebo programioge nénici pritok nosného
plynu kolonou a detektorem bez ohledu na typ nosngiinu, teplotu a rozsmy kolony.
Pronmenna veléina tlak se nastavi automaticky podle viskozitynply vnitniho p&imeéru
kolony a délky kolony tak, aby fiiok kolonou byl konstantff.

% Plynova chromatografie. Dostupné z: <http:/skipéklia.org/wiki/S%C3%BAbor:SchemaGC.png>
% KLOUDA, P.Moderni analytické metodg003. s. 11
% KLOUDA, P.Moderni analytické metodg003. s. 11
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= Davkovaci zd&izeni (injektor)
Tato zdizeni slouzi k davkovani vzorku nacatek kolny, pevedeni vzorku do plynného
stavu a vneseni do proudu nosného plynu. Davkowiioku se n€pstji provadi pomoci
specialni injekni stikac¢ky (0,1-10ul) pies pryZzove septum, které atige vnitrek injektoru
od vrejSiho prostedi. Pro plynné vzorky se pouzivaji plygsié injekni stikacky nebo
razné obtokové davkovaci kohouty.
Z hlediska nastku vzorku do kolony Ize rozliSitfit metody davkovani; ndsk do kolony,
nastik pomoci dlice toku a nasik bez dlice toku. VSechnyit metody jsou blize popsany
nize.
Nastik do kolony(on column se pouziva zejména u napvych kolon a davkuje se 1-10
vzorku. Tento nagik je preferovan i u kapilarnich kolorgtgi s\etlosti (od ptiméru 0,25 mm)
S pouzitim jemné naskovaci jehly pro 0,2—2l vzorku. Horni¢ast kolony je zativana na
teplotu o 10-30 °C nizSi neZ je teplota varu roAtala. Rychle nasgiknuty vzorek musi
vytvorit kapalny film na sin¢ kolony. Asi po jedné mingtse teplota kolony prudce zvysi
a diky tomu dochézi k odfeni vzorku.
Nastik pomoci dlice toku (split injectior). Terti kapilarni kolony maji malou kapacitu,
z toho divodu se zejména u koncentrovanych vaorkusi pomoci éice toku jehocast
s nosnym plynem ocitit. TudiZ se do kolony dostavéa jen definovany zédnmastikovaného
mnozstvi, které byva v intervalu 0,1-Qf2 Skleréna vlozka, ktera je s@ésti davkovee,
zaji¥’uje vysokou teplotou rychlé odfmmni vzorku a spravné promichani par vzorku s nosnym
plynem.
Nastik bez dlice toku(splitless injectioh Tato metoda je vhodna pro relattwelké objemy
(0,5-5ul), které je nutno pouZzit pro stopovou analyzu nsbaize pouZit i analyze latek,
které se vyraznliSi v bodu varu. Pouziva se totéZizani jako s &dlenim toku, ale odvod
délice je uzaven. Vzorek se davkuje pomalu do oftpaci trubice a necha se asi minutu
odpdovat. Poté se provede oplach septa. Dlouha dohgwstzorku do kolony by vedla
k rozS§feni z6n. Tomu lIze zabranit Grobovou metodou. Jestd metodu vyuZivajici
rozpoustdlo s vySSi teplotou varu (napoktanu), které kondenzuje a vytidapalny film
v hlaw kolony®’

= Koncentrator na po¢atku kolony
Metoda zachycovani vzorku ze vzduchu nebo vodnéntmku na adsorbent, jako je porovity
polymer nebo grafitizované saze. Zachyceny vzoeakdsleda tepelr® resorbovan fimo do
kolony.

= Kolona

V koloné¢ je umiséna stacionarni faze a nastdva zde separace sloZgitynové
chromatografii se pouzivaji dva druhy kolon; rid@pé a kapilarni.

Néapliové kolonyjsou trubice ze skla nebo nerezové oceli dloub2 2 m o vnitnim prtimeéru

2 az 3 mm. Uvnittrubice se nachazastice stacionarni faze ogpnéru 50-350um. Fiklady

n4plni adsorbentu pro adsonp chromatografii jsou silikagel, grafitizované eaa alumina
(oxid hlinity). Jako molekulova sita se pouZzivajlinitokiemiitany. U rozélovaci

chromatografie byvaji nos kapalné faze na bazidmeliny (oxid kKemkity). Musi byt

®” KLOUDA, P.Moderni analytické metodg003. s. 11
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upraveny tak, aby seipseparaci neuplabvaly jejich adsorgni schopnosti, protoze separace
slozek mezi nosnym plynem a zakotvenou kapalnaziostarni fazi musi probihat pouze na
principu roza@lovani. Naphové kolony maji horSi rozliSeni, proto se v&mné dob
pouZivaji pedevsim tehdy, je-li poZadovart$i objem stacionarni fa2& .Mikronaphové
kolony maji maly pitmér a obsahuji velmi mal&astice napla Z toho divodu je i stejné
délce jako u &Zné naptové kolony dosahovano vyssiitnosti separace.

Kapilarni kolonyjsou obvykle vyrobené z tavenéhiekiene o vninim ptiméru kolon 0,1—
0,6 mm, délce 15-60 m, kapaci0 ng—15.g. Funkci nosie zastavaji vnihi seény kapilary,
které jsou pokryty kapalnou stacionarni fazi. Raglise dva zakladni typy kapilarnich kolon.
WCOT (Wall Coated Open Tubular) a PLOT (Porous kaypen Tubular). Kapilarni kolony
WCOT maji gimo na vnitni s€né kolony naneseny tenky film stacionarni faze (ttas
filmu je 0,1-1um). U kapilarnich kolon PLOT je na vhii sgén¢ kapilary nanesena, pop
chemicky vytvédena z materialu &by, porovita vrstva o tlowge kolem 1Qum a &tSi. Ri
pouziti WtSiho piiméru kolony je moZzno pojmout&Si mnozstvi vzorku. A naproti tomu
pouziti mensSich @meéra kolon zajifuje WwtSi (Einnost, ale nizSi kapacitu. Obecplati, Zze
roste-li vnitni primér a tlou$ka stacionarni faze giinnost separace se sniZzuje. Obal kapilary
tvoii polyimidova vrstva, ktera davadhkému materidlu kolony pruznost a brani hedp
zlomenim®

= Detektor
Nosny plyn z kolony protéka detektorem a ten reagug pitomnost analytu a vysila signal,
jenz je zaznamenavan v zavislostidage. Detektor sleduje takovou viastnost plynu nrpl
ktera zavisi na druhu a koncentraci sloZzek (areMgtiviastnost). Musi mit dostéteou
citlivost (nizky detekni limit) a jeho odezva by #&a byt linearni funkci obsahu analytu.
Citliv¢jSi detektor zrani signal pi urcité zmené obsahu slozky vice nez detektor iaéitlivy
a je schopen detekovat nejmensi jmiwtutelny obsah slozky. dezitym poZzadavkem je
vysoka selektivita pro stanovované analyty. Nejpear®|Si jsou tepel&vodivostni detektor,
plamenovy ionizéni detektor a detektor elektronového zacHjtu.

5.1.3 Spojeni plynové chromatografie s metodou ICP-MS

Obrazek¢. 7 znazatuje spojeni GC s ICP-MS. Z obrazku je patrné, Ammp} vzorek
piichazi do plazmatuifmo, neniiteba ho vésties zmlZzovaci komoru.

% SOMMER, L.Z&klady analytické chemie. [2000. s. 200
89VOLKA, K. Analyticka chemie 111995. s. 174-175
O KLOUDA, P.Moderni analytické metod2003. s. 13
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Obrézek:. 7 Schéma spojeni plynové chromatografie s mett@i@eMS*

5.2 Vysoce &inna kapalinova chromatografie (HPLC)

5.2.1 Princip kapalinové chromatografie (LC)

Mobilni fazi v kapalinové chromatografii je kapalinNa rozdil od plynové chromatografie
rozhoduji o separaci slozek vzorku nejen jejicterimkce se stacionarni fazi, ale i pouzita
mobilni faze. Bhem separace se analyt rélzge mezi mobilni a stacionarni fatias, jaky
stravi v jedné nebo druhé fazi, zavisi na afimnhalytu ke kazdé z nich. V kapalinové
chromatografii mohou byt vyuZityazné mechanismy separace — adsorpce, ¢lead
na zaklad rizné rozpustnosti, iontova vygma, molekulo¥ sitovy efekt nebo specifické
interakce v afinitni chromatografii.

Na rozdil od plynové chromatografie je mozné prat@a laboratorni tepoty a neni nutné
prevadt vzorek na plyn. Proto je kapalinova chromatografhodna i pro separaci tep&ln
nestalych a nékavych slodenin.

Klasicka kapalinova chromatografie se sklada zerskg trubice dlouhé asi 0,5 m aip¥eru

asi 10—-20 mm, dole zak®éené fritou a kohoutem. Tato trubice je n&pla zrnitym sorbetem
s velkym ptimérem casté€ek (nag. oxidem hlinitym). Na horni vrstvu na@rse davkuje
malé mnozstvi vzorku a pak s&idava mobilni kapaln& faze (eluentis®benim graviténi
sily se mobilni faze pohybuje kolonou, slozky vaode od sebe separuji atzmychc¢asech
opoustji spodnicast kolony’? Frakce vystupuijici z kolony se analyzuji jinou autu, nap.
spektrofotometricky. Klasicka kapalinova chromatdgy nachazi uplatmi pi separaci
jednoduchych sisi, nap. oddileni ruSicich slozek ipd spektrofotochemickym nebo
elektrochemickym stanoveniff.

"ISchéma GC-ICP-MS. Dostupné z: <http://www.speaiatiet/Public/Document/2007/08/11/2930.html>
2 KLOUDA, P.Moderni analytické metodg003. s. 25
3 STULIK, K. Analytické separni metody2004. s. 136
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5.2.2 Princip HPLC

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) jetoda zaloZena na principu klasické
kapalinové kolonové chromatografie. Diky pouZitidtonaplrénych stacionarni fazi o malé
a dolfe definovatelné velikostéastic je v HPLC dosahovano vysokéininosti. K &inné
separaci je nutné pouZzit dostate malda zrnéka sorbentu (3-1@m), kter4 kladou
prostupujici kapali& znany odpor. Aby byl zajigh dostatény pritok mobilni faze, jeieba
pracovat pi vysokém tlaku (jednotky az desitky MPa). MetodRUE je vhodna k &eni
netkavych a polarnich latek v komplexnich matricféh.

5.2.3 Usparadani HPLC

= Cerpadlo
Kapalina je do kolongerpana pistovymi nebo membranovytarpadly. Piitok v cerpadle by
mél byt od mikrolitti do desitek mililith s mér nez 1% kolisanim ptoku @i tlaku
az 35 MPa. Nesmi dochéazet k poruSovaéeipadla mobilni fazi, ani k uvobvani latek
z mobilni faze do materialderpadla. Proto se&erpadla konstruuji z matenéljako je
nerezova ocel, keramika a plast. Ventily slouZid¢izkni toku eluentu byvaji zhotoveny
z pryze nebo safiru. U membranovyébrpadel je prostor s pistem nafigi hydraulickou
pracovni kapalinou a tento prostor je od pracovnpinostoru pro mobilni fazi odten
membranou® Pistov&terpadla mohou byt linearni nebo ukfmana reciprné (viz. obrazek
¢. 8). Nevyhodou linearnihgerpadla je nemoznost zmit sloZzeni mobilni faze, vyhodou je
bezpulzni provoz. Reciptai ¢erpadlo nize zpisobovat tlakové pulzy, které lze eliminovat
zarazenim druhého pracovniho valce s pistem pracupjcbpané period. Nejwtsi vyhoda
pii pouziti recipr@niho typucerpadla spéiva v moznosti rnit sloZzeni mobilni faze ipd
vstupem do pracovniho valc8.

" OPEKAR, F., et alzékladni analyticka chemi€007. s. 165
S KLOUDA, P.Moderni analytické metodg003. s. 25
" OPEKAR, F., et alzékladni analyticka chemi€007. s. 165-166
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Obrazeke. 8 Zakladni typyerpadel pouzivané v HPLC: linearni davkeya), jednolistové
reciprachi cerpadlo (B)’

= SméSovaci z#&izeni

V kapalinové chromatografii se mobilni faze vyznanpodili na sepataim procesu. Vzdy
je jednodussi zamit sloZzeni mobilni faze nez pouzit jinou staciomdézi. Slozeni mobilni
faze mize byt ovlivieno zmeénou sloZeni rozpouidel, pH, ionto¥ parovymicinidly atd.®
SloZeni mobilni faze dnem separace e Zistavat stalé (izokraticka eluce) nebo séniin
(gradientova eluce). Naprogramované&savaci zéizeni mize s vyuzitim zasobnikriznych
kapalin gipravovat smis kapalin stalého sloZzeni nelr@it zmeny ve sloZzeni vysledné
mobilni faze v pibéhu separac€

» Davkovaci za&izeni

Davkovaci z#zeni slouzi k vneseni vzorku do toku mobilni f@zetlatované kolonou pod
velkym tlakem. Zgsob davkovani injelni stikackou miZze @indSet nevyhody z hlediska
tésnosti, udrzeni tlaku a zejména vnaseni stop ndhiemjekéni stikacky. Proto musi byt
injekéni zaizeni vyrobeno z inertnich matefid(nerezova ocel, titan,ckteré polymery).
Ovladani injekniho zaizeni miZe byt réni i automatick&® V dnesdni dob byvaji injekeni
systémy nahrazeny obtokovymi davkovacimi kohoutier umo#uji presné odr&eni
objemu vzorku vnini nebo vejSi davkovaci smykou. VrejSi davkovaci smika je tvdaena
nerezovou kovovou kapilarou o objemu daegji 5 az 100ul. Kohouty se konstruuji jako
Ctyicestné a Sesticestné casto byvaji ovladany elektricky, zejména, kdyZ jssmEasti
automatickych davkowa. ®* Sesticestny ventil s davkovaci stkgu je znazorén na obrézku
9. Pokud je ¥tSi vzorek fadow stovky ul) davkovan, za pouziti slabého eluentuizen dojit

""OPEKAR, F., et alzékladni analyticka chemi€007. s. 166
8 STULIK, K. Analytické separni metody2004. s. 140

" KLOUDA, P.Moderni analytické metodg003. s. 25

8 KLOUDA, P.Moderni analytické metodg003. s. 25

81 SOMMER, L.Z&klady analytické chemie. [2000. s. 216
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k zachyceni vzorku v hl&kolony, zatimco eluent postupuje dale. \&mau slabého eluentu

VY s

jsou aplikovany v kolonach malych wvinitch pfmeéra (micro-bore column) pomoci
specialnich mikroinjektair®?

Plnéni Davkovaci  Odpad
smycky smycka

Obréazeks. 9 Sesticestny davkovaci ventil: fazesplrdavkovaci smeky vzorkem (A), faze
davkovani a analyzy (B)

= Kolony
V HPLC se pouZivaji pouze néphé kolony, které musi mit schopnost odolat vysakém
tlaku mobilni faze. Pro analytické ¢€ly se vyrabi kolony z nerezové oceli nebo
tlustostnného skla, o vnibim pfiméru 2-5 mm a délce 30-300 riitn Obvykly pritok
eluentu je az 2 ml za minutu. Né&plry material pro analytické kolony maupnér 3—10um
(kratSi kolony jsou pkny jemrgjSi naplni). Kolony o velmi malém viiitim ptiméru (1—
2 mm) a délce 25-50 cm maji vysokatininost, jsou levSi a spatebuji malo rozpoustia
(10-100ul za minutu).
Hlavni kolona byva chrama pgedkolonou umishou mezi ¢erpadlem a davkovacim
zaizenim nebo ochranou kolonou undfsiu mezi davkovacim #aenim a analytickou
kolonou. Zmisobuji jen malé roz&ni pad a chrani kolonuigd ne&istotami a nerozpustnymi
materidly.

» Nastaveni teploty
V¢étSina separaci HPLC probih&é paboratorni tepldt a nevyZzaduje termostatovanicktere
separace se zlepsi zvySenim teploty, c#giva novych chromatogriafumozuje. V HPLC
se vSak programova zma teploty nevyuziva.

82 KLOUDA, P.Moderni analytické metodg2003. s. 26
8 OPEKAR, F., et alzakladni analyticka chemi€007. s. 166
8 OPEKAR, F., et alzékladni analyticka chemi€007. s. 167
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5.2.4 Pouziti LC a HPLC ve spojeni s ICP-MS

Metoda LC-ICP-MS byla pouzZita ke stanoveni specsieau, konkréth As(lll), As(V),
kyseliny dimethylarsinové a kyseliny methylarsonevg&azenicich fazoff

DalSi vyuziti nasla metoda LC-ICP-M$i gtanoveni specii Hg a Pb v biologické tkani. Jako
vzorek byla pouzita svalovina a jatra ¢k skvrnité a svalovina ndeuna. Methylrtti byla
prokdzana jak ve svalovintak v jatrech mé&y skvrnité. Anorganické olovo a methylittu
byly hlavnimi formami &chto kowi ve vSech vzorcich. V Zzadném ze stanovovanych vizork
nebyla zjis&na fFitomnost ethylrtuti, trimethylolova a triethylolof&

Na obrazkw. 10 je znazorno spojeni vysokatinné kapalinové chromatografie s metodou
ICP-MS.
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Obrazek®. 10 Schéma spojeni HPLC s metodou ICF'MS

5.3 Kapilarni elektroforéza (CE)

CE pati mezi elektromigréni separéni metody, cozZ jsou sep&rd techniky zaloZzené na
elektroforetické migraci ioit v elektrickém poli. Tyto metody vynikaji zejménaalou

spotebou vzorku acinidel potebnych pro separaci, velkowidnosti separace, velkou
rychlosti analyzy a kratkou dobou peltnou na optimalizaci sepamch podminek. Mezi

% VAN DEN BROECK, K, VANDECASTEELE, C, GEUNS, J.M.Gpeciation by IC-ICP-MS of As in mung
bean seedlings used as a bio indicator for thenrsentaminationAnalytica Chimica Actal998. s. 101-111

8 CHANG, L.F., JIANG, S.J., SAHAYAM, A.C. Speciatiamalysis of mercury and lead in fish samples using
LC-ICP-MS.Journal of Chromatography.2007. s. 143-148

8’Schéma HPLC-ICP-MS. Dostupné z: <http://www.spémiahet/Public/Document/2007/06/21/2914.html>
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hlavni nevyhody elektromigéaich separénich technik pa mensi reprodukovatelnost
a niz&i citlivost®

5.3.1 Princip

Principem metody je kapilara napira elektrolytem, ktery vede proud. Konce kapil&agy
pondeny do zasobniks elektrolytem spote¢ s elektrodami z inertniho materialu (platina).
Mezi elektrody se vklada vysoké r&ip(10—-30 kV). Maly objem vzorku se davkuje do kenc
kapilary. Kapilara prochazires detektor, ktery detekuje mnoZstvi a sloZeniktzaZavislost
odezvy detektoru néase se nazyva elektroforegram, ktery je podobngrohtografu. Poloha
piku ukuje kvalitu, plocha nebo vySka piku kvantitu. Areyvzorku v kapilée probiha
ponerné rychle z gkolika davodi. Jednim z nich je moznost pouziti vysokého étiap
protoZe teplo tviené uvnit kapilary je @inné odvadno jejimi stnami. DalSim dvodem
zrychlujicim analyzu je to, Ze kapilara prochazietorem a je provaa on-line detekce
z6n a pdoitacové vyhodnoceni pik A nakonec analyzu urychluje sktest, Ze elektroforéza
je doplrena elektroosmoézou. Elektroosmoticky tok (EOF) manZaledek pohyb roztoku
kapilarou detektoru. SniZzuje analytickéasy a k detektoru unasfstice elektroforeticky
migrujici opg&nym snerem2°

5.4 Kapilarni zénova elektroforéza (CZE)

CZE neboli kapilarni elektroforéza ve volném roztoje separace zaloZena na rozdilech
v naboji analytu a provadi se jako volna elektréfar bez nos&e v tenké kapilée. Tato
relativie nova metoda je schopna separovat nepatrnd mnozgivku v relativie kratkém
case s vysokouipsnosti. CZE poskytuje moznost analyzovat velictamaozstvi vzorku
(10° m*).®° CZE je vhodna pro stanoveni a separacitiditticich se svou molekulovou
hmotnosti tvarem a nabojem. Yeknenné kapii@ (o délce 20—-100 cm a vimim priméru
25-100um) naplrgné vhodnym zakladnim elektrolytem v elektrickémi pgisoké intenzity
mezi platinovou katodou a anodou dochazi k migedektricky nabitych slotenin. Vrejsi
povrch kapilary je pokryt vrstvou polyamidu, coZazmé zvySuje pruznost kapilary
a souwasrt odstrauje jeji kehkost. Tato kapilara je na obou stranach peme do nadobek se
zakladnim elektrolytem a op@s nabitych Pt elektrod Pro zachovani dostéteé separni
acinnosti je nutno do kapilary davkovat definovandmienizké objemy vzorku na udrovni
jednotek nl. Proto jsou na davkovactizani kladeny vysoké naroky. Neaptji se pouziva
davkovanirizenym tlakem a elektrokinetické davkovani. Prieaip davkovanitizenym
tlakem je to, Ze do hermeticky uzaemné nadobky se vzorkem, v nizZ je pterw Usti kapilary
je nad hladinu roztokifveden getlak vzduchw&i vhodného inertniho plynu Velikostetlaku
a doba davkovani tmje objem nadavkovaného roztoku. ¥pad elektrokinetického
davkovani je po porteni Usti kapilary do nadobky se vzorketfivedeno vysoké nai.
Latkové mnozZstvi nadavkované komponenty vzorku rgmk velikosti vioZzeného naii
adols analyzy Gmdrné i elektroforetické pohyblivosti této komponefityzZjednodusené
schéma CZE je znazammo na obrazkg. 11.

8 STULIK, K. Analytické separni metody2004. s. 180

89 KLOUDA, P.Moderni analytické metodg003. s. 33

% KLOUDA, P.Moderni analytické metod2003. s. 34-34

1 SOMMER, L.Zaklady analytické chemie. [2000. s. 181

92 OPEKAR, F., et alZzékladni analyticka chemi€007. s. 179
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Obrézek®. 11 Schéma CZ&
5.5 Kapilarni elektrochromatografie (CEC)

5.5.1 Princip

Jedna se o metodu, kterd kombinuje principy kapil&tektroforézy a HPLC a umidje
déleni neutralnich molekul i iofit Jako kolony se pouZzivaji kapilary pié mikraasticemi
stacionarni faze o rozfrech 1,5-5um. Kolony mohou byt naptmy nag. pomoci tlakového
pInéni suspenzi miki@stic v organickém rozpousie nebo v nadkritickém oxidu ubiiém.
Tato operace je velice n&@ma a nesmi ip ni vznikat bublinky ani byt poSkozendekka
kapilara. Jinou metodou gni je vytvaeni naplg polymeraci pimo v kolore.

Pro posun mobilni faze kolonou neni pouzivaterpadlo jako v HPLC, ale aplikace
stejnosmirného napti a vyvolani elektroosmotického toku. V kotonastava separace slozek
na stejnych principech, jako v HPLC (separace maaamych fazich, na normalnich fazich,
SEC nebo IEC?

5.5.2 Pouziti CEC

.....

jednoduchych molekul po makromolekuly. Je vyso&@na pro nepatrna mnozstvi vzorku.
Diky tomu naléza vyuZiti v biochemii, farmakologihemii Zivotniho progedi apod.

5.6 Gelova permed&ni chromatografie (Size Exclusion Chromatography -SEC)

5.6.1 Princip

V SEC jsou molekuly separovany podle své velikpsti. obrazek 12). Princip rotbvani je
nerovnovazny a nazyva se v§twaci nebo sbvy efekt. Dochazi k roztbvani latek mezi
pohyblivou ¢ast mobilni faze, ktera se nachazi mezi jednotlivgmy gelu (volny objem

%3 Schéma CZE. Dostupné z: <http://biochemie.swek/metody/elektroforeza.htm>
% KLOUDA, P.Moderni analytické metod2003. s. 38-39

34



kolony Vp) a nepohyblivowast mobilni faze, nachazejici se uimpbni gelu (objem par
gelu V). Fi priachodu kolonou jsou molekuly sloZzek zdrzovanyiglddku svého pronikani
(permeace) do rozpowsiem napldnych pofi. Malé molekuly pronikaji hlou}ji, proto maji
vySSi hodnoty retemich objeni nez \tSi molekuly. Molekuly analyt nereaguji se
stacionarni fazi>
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Obrézek 12. Princip deni molekul podle velikosti pomoci SEC

5.6.2 Volba gelu a mobilni faze

Volba gelu zavisi na vlastnostech separovanychk.la®ro latky ve vod rozpustné se
pouzivaji hydrofilni gely (nap Sephadex dextran zesény epichlorhydrinem). Mobilni fazi
je voda s fipadnym pidavkem organického rozpotdta. Pro latky nerozpustné ve vose
pouZzivaji hydrofobni gely (n#pStyragel— kopolymery styrenu a divinylbenzenu). Jako
mobilni faze mohou byt pouZzity aromatické, chloméa rkteré heterocyklické uhlovodiky.
Pro separaci hydrofilnich i hydrofobnich latek jsdwdné univerzalni gely na bazi silikagelu
a poréznich skél. Zesfované agarosové a dextranové gely pouZivané jalabosérni faze
v klasické gelové chromatografii ovSem nevyhovupodminkach HPLC (jsou stiéelné).
Pro HPLC byly vyvinuty semirigidni a rigidni nagin

SEC je vhodna pro vysokomolekularni latky o molekél hmotnosti #Si nez 2000, i kdyz
jsou separovany molekuly jiz od molekulové hmothd§X0. DalSi moznost vyuziti naléza
SEC i predseparaci komplexnich vzdrk pfi odcleni nizkomolekularnich latek
od vysokomolekularnich (gelova filtrace) a zejmgtiaréeni molekulové hmotnosti 14téR.

% STULIK, K. Analytické separni metody2004. s. 154-155

% Separani metody v analytické chemii. Dostupné z: <httprficat.prf.jcu.cz/sima/analyticka_chemie/
separa.htm>

°” KLOUDA, P.Moderni analytické metodg003. s. 29

9% STULIK, K. Analytické separni metody2004. s. 156
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5.6.3 Pouziti SEC ve spojeni s ICP-MS

Metodu SEC-ICP-MS pouZil Reyes a kol. ke stanoggecii selenu ve vzorcich rybi tkéti
Déle byla metoda SEC-ICP-MS pouZita ke stanovelensaminokyselin ¥erstvém miléce.
Ve vzorku mléka byl stanoven selenomethionin arselgstein:*°

5.7 lontové-vyménna chromatografie (IEC)

5.7.1 Princip

IEC se pouziva pro&tkni slozigjSich snési aniom a katiorii. Stacionarni fazi v iontév
vyménné chromatografii je #mi¢ ionti. Tim je makromolekularni matrice (polystyren,
celulosa) s vhodnymi furtkimi skupinami kyselé nebo zasadité povahy. Kaad#chi
skupina je pevtivazanym iontem, na kterou je iontovou vazbépgjen protiion s opanym
nabojem. Ten je vysiovan iontem obsazenym v mobilni fazi. Podstatouowd vyneny
jsou elektrostatické interakcefi michZz rozhodujici ulohu mé velikost a naboj ignfeho
koncentrace, relativni permitivita préstli, iontova sila, disoaiai konstanta ionogennich
skupin nEni¢e i analytu, a tim i pH mobilni f4Z8! Doba setrvani iofitslozky na povrchu
sorbentu zavisi na koncentraci stejnabitych iont v mobilni fazi a na jejich afinit
k fixovanému iontovému mistu.

5.7.2 Déleni iontoméni¢a (ionexi)
= Anexy
Jejich funkini skupiny jsou zasadité a slouZzi k \§ma anion.
Silne bazicky anex jako funkni skupinu obsahuje kvarterni dusikatou bazi.
Slak¥ bazicky anex jako funkini skupinu obsahuje primarni nebo sekundarni amin.
= Katexy
Jejich funkini skupiny jsou kyselé a slouzi k vgng kation.
Silne kysely katex styren-divinylbenzenovy kopolymer obsahujicf@skupinu.
Slaky kysely katex styren-divinylbenzenovy kopolymer obsahujiciaylovou skupind®

Vymeénna kapacita iontosmic¢e se vyjaduje v molech vymainénych ionti na 1 g iontorénice.
Mezi raiznymi ionty se nejpewviji vaze ten, ktery ma nejtSi naboj a objem. lon t8im
objemem je méh hydratovan molekulami vody a hydré&té obal se p navazani iont
na iontomni¢ snaze narusi. Z tohaidodu se na katex Iépe vaze draselny i vapenatgrkati
nez sodny.

5.7.3 Pouziti IEC

IEC se pouziva k separaci latek iontové povahy. Paii silné elektrolyty (silné kyseliny,
baze nebo soli) i slabé elektrolyty, které Ize ar@dvou formu pevést disociaci. N&astji se
vyuziva pro separaci dé&, nukleovych kyselin, aminokyselin, ianprechodnych kovovych

¥ REYES, L.H., et al. Simultaneous determinatiomefand Se species in fish tissues using microwasesed
enzymatic extraction and IC-ICP-M®Balanta.2009 s. 983-990

190 BIERLA, K., et al. Specific determination of seterminoacids in whole milk by 2D size-exclusion-ion-
paring reversed phase HPLC-ICP-M$halytica Chimica Acta2008 s.195-202

101 STULIK, K. Analytické separni metody2004. s. 152

192yOLKA, K. Analyticka chemie 111995. s. 203
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prvkd, lanthanoid, aktinoidi. Jistym problémem je roZévani pas pii separaci. Mobilni
fazi byvaji pufry. Retence jdzena zminou pH nebo z#mou iontové sily pufru. Nap pro
separaci anorganickych idnina katexech fi¥e byt pouZita gradientova eluce kyselinou
methylsirovou nebo chlorovodikovou. Kovové ionty eozné separovat i na anexech,
kdyZ jsou pedtim gevedeny do zapoénnabitého komplexu vhodnym komplexotvornym
¢inidlem. Naopak aniony schopné fitoligandy Ize separovat na katexech nasycenych
kationem kovu (nap Ni*").1%3

5.7.4 Detekce

Jednoduché ionty se obvykle detekuji vodivostnigtekitory. Vzhledem k vysoce vodivému
elutnimu ¢inidlu by citlivost detektoru na ionty vzorku bysmiZzena. Proto seqd detektor
piredazuje sekundarni kolona (supresor), pofigi jejich (&inek. Toto z&ézeni pracuje
dvéma zmisoby:

= Chemické potlateni vlivu ionta (neutralizace)
Po separaci katidnkyselinou se Zadi anex v podabmikromembrany, na jejimz povrchu se
zachyti anion kyseliny, a kysely vodik se neuttgézuvolrenym hydroxidovym anionem.

= Elektrochemické potlateni vlivu ionta
Vyuziva elektrodialyzy fes ionto¥é-vyménné membrany, které oédji katodovy a anodovy
prostor a mezi nimi protéka eluati Beparaci aniains eliénim ¢inidlem hydroxidem sodnym
jsou tyto membrany katexové. V anodovém prostormik& elektrolyzou vody kyslik
a vodikovy kation. Kation prostupuje membranu duwéae neutralizuje hydroxidovy anion.
V katodovém prostoru vznika elektrolyzou vody vodikydroxidovy anion. Sem se dostava
z eluatu sodny kation a jako odpad odchazi hydrexidny. Tim se vlasgneluni ¢inidlo
pievadi do katodového prostoru. Obd®hpti separaci katiorit se eldni ¢inidlo (nag.
methylsirova kyseliny) dostava jako odpad do anétiovprostoru f&s anexovou membranu

5.7.5 PouZiti IEC ve spojeni s ICP-MS

Metoda IEC-ICP-MS byla pouzita k simultannimu steerd tiznych forem arsenu a selenu.
Konkrétre se jednalo o specie As(lll), As(V), kyselinu ditmgarsinovou, kyselinu
methylarsonovou, arsenobetain, Se(lV), Se(VI) arsahethionin ve vzorcich tk&rzraloka,
mecouna a v tidkové konzerd. V tkani Zraloka byla detekovana zna koncentrace As(lll).
MnoZstvi arsenu v rybi tkani seénilo v zavislosti na typu tkan ale ve vSech vzorcich byl
nejvice zastoupen arsenobetain (nad 87 %). Ve ictorbyly nalezeny rowt nizké
koncentrace dimethylarsinové kyseliny, methylars@nkyseliny a As(V)-*

lontova chromatografie ve spojeni s ICP-MS bylaZiautaké ke stanovenifiznych forem
chromu (11l a VY°° a pro stanoveni selenoaminokyselitegneku a kvasnicicii®

13 KLOUDA, P.Moderni analytické metodg003. s. 26

194 REYES, L.H., et al. Simultaneous determinationAsf and Se species in fish tissues using microwave-
assisted enzymatic extraction and IC-ICP-NI&lanta.2009 s. 983-990

105 PANTSAR-KALLIO, M., MANNINEN, P.K.G. Speciation ofr in aquatic samples by coupled column by

IC-ICP-MS. Analytica Chimica Actal996. s. 335-343

1% BIRD, S.M., et al. HPLC of selenoamino acids amgamo selenium compounds: Speciation by ICP-MS.
Journal of Chromatography A1997. s. 349-359
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6 ZAVER
Tato prace se zabyva stanoveniimanych forem kou v potravinach pomoci hmotnostniho
spektrometru s indwkeé vdzanym plazmatem.

Udaj o celkovém obsahu kovu ve zkoumaném materi@bdpovida toxiclt ani nevypovida
o0 esencialit daného kovu. Progpné i toxické dinky kovu zaviseji na biologickych,
chemickych a fyzikalnich vlastnostech jeho jedngtth specii. Pr&vtyto specie (formy)
kovu jsou nositelem biodostupnosttiggusného kovu nebo kovové staminy. Celkovy
toxicky inek je zavisly pré¥ na zastoupeni jednotlivych forem kovu. Spé&giaanalyza
naléza uplattni v mnoha rozdilnych odwich; nap. v potravindském pamysilu,

ekotoxikologii, medicid a klinické chemii, i hodnoceni rizik v Zivotnim prosdi

a pimyslové analyze.

Prace pinasi vytet nefastji zastoupenych kavv potravinach, @uz esencialnich (Se) nebo
toxickych (Pb, As, Hg, Cd). Dale se zabyva moznostomtaminace potraviréinito kovy.

U jednotlivych kowi jsou popsanyizné formy, v kterych se vyskytuji a je diskutovdejech
toxicita nebo esencialita pro lidsky organismus.

Prace popisuje metodu ICP-MS, i kdyZz ICP-MS nerineu metodou pouzivanou ke
specigni analyze kow. Mezi dalSi vyuZzivané metody phattaké atomova absampi
spektrometrie (AAS), atomova fluores¢aen spektrometrie (AFS) nebo atomova emisni
spektrometrie s induké vazanym plazmatem (ICP-AES). Vyhodou pouziti hrostni
spektrometrie s induké vazanym plazmatem je moznost multielementarnikiem, velmi
nizké dete&ni limity pro stanoveni &Siny prvki, nizkd spdeba vzorku, moznost zji&ti
izotopového zastoupeni a zejména jednoduché pmoipsjegkterou ze sepataich technik.
Pfi porovnani s ostatnimi metodami je ovSemi@oa také zohlednit fingni nar@nost
techniky ICP-MS, do které se promitafizovaci a provozni cena, speba argonu, energie
a spoteba supaiistych chemikalii. Proto je metoda ICP-MSema zejména k analyze pivk
které nelze stanovovat jinymi spektrometrickymi aggtmi a pouZziti naléza zejméné p
stopové a ultrastopové analyze toxickych @irvk

ICP-MS se fi speci&ni analyze vyuziva v on-line spojeni @nnou separi technikou.
Vybrana sepatmi technika ma za ukol separovat jednotlivé spkoial nebo alespofrakce
obsahujici skupinu specii. Pro on-line spojeni B-MS jsou vhodné zejména sepaia
techniky jako GC, LC, HPLC, IEC, SEC, CEC, CZE. &éi principy &chto separnich
technik jsou v praci rowt popsany.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

CE
CEC

CZE

GC

GPC (SEC)
HPLC

IEC
ICP-MS

LC

CIEF-ICP-
MS

ICP-AES

Kapilarni elektroforéza (Capillary Electrophoresis)

Kapilarni elektrochromatografie (Capillary Electnoematography)
Kapilarni zonova elektroforéza (Capillary Zone HElephoresis)
Plynova chromatografie (Gas Chromatography)

Gelova permeami chromatografie (Size Exclusion Chromatography)

Vysoce @&inna kapalinova chromatografie (High Performancequid
Chromatography)

lontow¢ vyménna chromatografie (lon Exchange Chromatography)

Hmotnostni spektrometrie s indiik vdzanym plazmatem (Inductively
Coupled Plasma-Mass Spectrometry)

Kapalinova chromatografie (Liquid Chromatography)

Kapilarni izoelektricka fokusace s induk vazanym plazmatem (Capillary
Zone Electrophoresis-Inductively coupled plasmasisgpectrometry)

Atomova emisni spektrometrie s induk vazanym plazmatem (Inductively
Coupled Plasma-Atomic Emission spectrometry)
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10 PRILOHY

Tabulka 1 Separahni techniky kombinované s ICP-MS za Gelem speci@ni analyzy

Analyzovany  Analyzovana Typ vzorku Pouzita Citace
prvek speciace metoda
As As(lll), As(V), Sazenice fazoli LC-ICP-MS [Van den
DMA, MMA Broeck, K. et
al., 1998]
As As(ll1), As(V), SuSené plody Postupna [Cao, X. et al.,
DMA, MMA, AsB, more extrakce 2009]
AsC v kombinaci s
HPLC-ICP-MS
As/Se As(lll), As(V), Rybi tké& IC-ICP-MS [Reyes, L.H. et
DMA, MMA, AsB, SEC-ICP-MS al., 2009]
Se(lV), Se(Vl),
SeMet
As/Se/Cr As (Ill), DMA, Voda HPLC-ICP-MS [Martinez-
MMA, As (V), Bravo, Y. et
Se(lV), Se(Vl), al., 2001]
Cr(VI)
Hg Hg(ll), MeHg Rybi tk& HPLC-ICP-MS [Chen, J. et al.,
2009]
Ho/Pb Pb(ll), trimethyl-Pb, Biologicka LC-ICP-MS [Chang, L.F. et
triethyl-Pb, MeHg,  tkan al., 2007]
EtHg
Cr Cr(ll1), Cr(VI) Voda IC-ICP-MS [Pantsar-
Kallio, M. et
al., 1996]
Se Anorganicky Se, 23 P¥irodni vzorky HPLC-ICP-MS  [Kotrebai, M.
odliSnych obohacené o HPLC-ESI-MS et al., 2000]
selenoaminokyselin Se,éesnek a
cibule
obohacené o Se
Se SelenoaminokyselinyKvasnice a lontow [Bird, S.M. et
cesnek vyménna al., 1997]
obohacené o SeHPLC-ICP-MS
Pb Pb(ll), trimethyl-Pb De&ovavoda LC-ID-ICP-MS [Brown, A.A.
triethyl-Pb et al., 1994]

*Pouzité zkratky jsou vysitleny v tabulce 2.



Tabulka 2 Seznam pouzitych zkratek

DMA

MMA

AsB

AsC

SeMet

MeHg

EtHg
LC-ICP-MS
HPLC-ICP-MS
IC-ICP-MS
SEC-ICP-MS
HPLC-ESI-MS
LC-ID-ICP-MS

dimethylarsinova kyselina

methylarsonova kyselina

Arsenobetain

Arsenocholin

Selenomethionin

Methylrtut

Ethylrtut

Kapalinova chromatografie s indih¢ vazanym plazmatem

Vysoce @inna kapalinova chromatografie s indak vazanym
plazmatem

lontova chromatografie s indéke¢ vazanym plazmatem
Gelova permami chromatografie s indgké vazanym plazmatem

Vysoko&inna kapalinova chromatografie ve spojeni s hmatrios
detektorem s elektrosprejovou ionizaci

Kapalinova chromatografie s izotopovyifedovanim ve spojeni
s indukné vazanym plazmatem




Tabulka 3 Obsah kobaltu, manganu a chromu v potravinacHVELISEK, J., 2002]

Potravina Obsah v g™

Co Mn Cr
maso vejoveé < 0,001-0,012 <0,1 < 0,01-0,09
maso hovzi 0,001-0,02 <01 <0,01-0,05
maso kieci <0,01 <0,1-0,14 0,01-0,08
jatra vepova 0,002-0,023 2,0 0,003-0,16
ryby <0,001-0,012 <0,1 0,002-0,23
mléko plnoténé 0,0004-0,0011 0,1-0,07 0,002-0,02
tvaroh 0,005 0,03-0,05 0,02
syry 0,01 0,05-0,1 0,01-0,13
jogurt < 0,005 <0,05 0,005-0,04
vejce slepii 0,001-0,04 <0,05 0,005-0,02
vajeiny bilek - - -
vajecny Zloutek - - -
pSenice 0,007-0,089 0,1-0,8 0,007-0,06
mouka pSerna 0,005-0,09 0,1-0,3 0,010-0,03
chléb celozrnny 0,01-0,05 <0,2 0,01-0,13
ryze loupana 0,01-0,02 0,1-0,3 0,01-0,03
hrach 0,013-0,2 0,1-2,6 0,02-0,09
cocka 0,016-0,092 2,0-10 0,048-0,054
fazole 0,01-0,3 1,03,0 0,05-0,10
sOja 0,05-0,14 <0,06-10 0,05-0,08
zeli <0,001-0,01 <0,1 0,001-0,03
kvétak 0,001-0,01 <01 0,001-0,01
Spenat 0,001-0,02 < 0,006-0,10 0,01-0,12
hlavkovy salat < 0,001-0,006 <01 0,005-0,08
rajcata < 0,005 < 0,005-0,09 0,002-0,01
mrkev 0,001-0,005 < 0,006-0,06 0,001-0,13
hrasek 0,002-0,01 0,2 0,005-0,04
cibule 0,001-0,01 < 0,006-0,06 0,005-0,02
brambory 0,002-0,02 0,01-0,09 0,002-0,035
jablka < 0,001-0,005 <01 0,003-,03
pomerakie 0,001-0,01 <0,1 < 0,001-0,02
banany < 0,001-0,002 <0,1 0,02-0,05
jahody <0,001-0,01 <01 < 0,002-0,02
orechy viaSské, liskové 0,008-0,29 <0,2 0,08-0,29
¢aj cerny 0,60-1,0 0,13 0,62-2,6
kava prazena 0,34-0,88 <0,2 0,01-0,05
cokolada mléna 0,34 <0,2 0,04-0,1




Tabulka 4 Obsah olova, kadmia, rtuti a arsenu ve vyznamnych gravinovych
surovinach a potravinach[VELISEK, J., 2002]

Potravina Obsah v g™

Pb Cd Hg As
maso vefove 0,005-0,05 0,001-0,01 0,002-0,006 0,003-0,03
maso howzi 0,004-0,07 <0,01-0,01 0,001-0,003 0,001-0,07
maso kieci 0,008-0,04 0,001-0,005 0,01-0,002 0,001-0,03
jatra vegova 0,014-0,04 0,025-0,10 0,007-0,014 0,005-0,02
jatra hoezi 0,01-0,42 0,0-0,17 0,001-0,005 0,005-0,07
ledviny vegrové 0,01-0,04 0,07-0,52 0,011-0,015 0,01
ledviny howzi 0,06-0,22 0,6-2,0 0,003-0,014 0,02-013
ryby maské 0,01-0,14 0,001-0,07 0,03-0,85 0,50-1,4
ryby sladkovodni 0,01-0,05 0,001-0,0052 0,07-1,01 ,03M,56
mléko plnoténé 0,001-0,002 < 0,0001-0,001 < 0,001 < 0,001-0,003
tvaroh 0,02 < 0,002 < 0,001 0,01
syry 0,01-0,06 0,005-0,02 < 0,002 < 0,002-0,025
jogurt 001-0,03 0,001-0,003 < 0,001 < 0,005
vejce slepdi 0,001-0,01 0,001-0,01 0,005-0,008 < 0,002-0,01
pSenice 0,02-0,65 0,02-0,35 0,0001-0,006 0,005-0,29
mouka pSerna 0,004-0,05 0,01-0,09 0,002-0,004 0,01-0,17
chléb celozrnny 0,012-0,013 0,02-0,05 0,001-0,006 ,00®0,05
ryZze loupana 0,003-0,08 0,004-0,14 0,002-0,008 -0,64
Zito 0,01-0,17 0,004-0,04 0,002-0,007 0,03-0,10
je¢cmen 0,03-0,27 0,004-0,04 0,001-0,006 0,005-0,38
oves 0,03-0,30 0,004-0,07 0,0001-0,008 0,01-0,54
hrach 0,01-0,43 0,01-0,03 0,002-0,02 0,01-0,05
fazole 0,02-0,10 0,003-0,02 0,0040,02 <0,01
sOja <0,002-0,32 0,04-0,09 < 0,004 0,03-0,05
zeli 0,002-0,042 0,01-0,017 0,0003-0,001 <0,01
kvetak 0,002-0,02 0,002-0,02 0,0004-0,002 0,002-0,01
Spenét 0,01-0,29 0,01-0,35 < 0,001-0,008 0,005-0,02
hlavkovy salat 0,003-0,25 0,002-0,16 0,0005-0,01 002,0,14
rajcata <0,001-0,04 0,002-0,05 0,0001-0,008 < 0,000,
mrkev 0,004-0,21 0,003-0,16 0,0006-0,005 0,003-0,11
hrasek 0,01-0,02 0,001-0,03 0,0005-0,002 0,01
cibule < 0,001-0,05 0,004-0,05 < 0,001 0,01
brambory 0,006-0,04 0,002-0,06 0,0001-0,017 < 0oz
houby 0,01-0,20 0,01-0,33 0,07-0,22 001
jablka 0,01-0,05 0,001-0,002 0,0003-0,002 0,002-0,2
pomerakie 0,005-0,07 0,001-0,007 < 0,001 0,004-0,02
banany 0,02-0,05 < 0,002 0,001-0,002 0,04-0,09
jahody 0,00-0,09 0,001-0,03 0,0002-0,001 < 0,005
¢aj cerny 0,07-1,29 0,005-0,12 0,007-0,025 0,05-0,40
kava prazena 0,02-0,05 0,003-0,007 < 0,004 0,03%-0,2
kakao 0,03-0,07 0,095-0,17 < 0,004 0,10
cokoldda mléna 0,05 0,005-0,01 0,002-0,004 < 0,05




Tabulka5 Obsah selenu ve vyznamnych potravinovych surovinach potravinach
z riiznych zemichVELISEK, J., 2002]

Potravina Obsah Se v rkg*

USA? Kanada® Venezuela Nmecko CRaSR
maso vefové 0,04-0,24 0,31 0,83 0,19 0,02-0)07
maso howzi 0,06-0,27 - 0,17 - 0,02
maso kieci 0,10-0,12 - - - 0,07-0,11
jatra vepova 0,64-0,70 0,36 0,36 0,17 0,09-0,34
jatra howzi 0,43 0,50 0,69 0,09 0,02-0,14
ledviny vegrové 1,90-2,21 3,22 - 0,78 0,97-1,84
ledviny howzi 1,45-1,70 2,31 - 0,95 0,20-1,02
ryby sladkovodni 0,34-0,37 0,59 - 0,38 0,05-0,38
ryby marské 0,12-1,41 0,75-1,48 - - -
mléko plnoténé 0,06 0,15 - 0,20 0,003
tvaroh - 0,07 0,43 - -
syry 0,09 - - - 0,02-0,02
jogurt 0,05 - 1,52 - 0,004-0,008
vejce slepdi 0,10 0,39 - - 0,18-0,24
vajeeny bilek 0,03-0,05  0,12-0,15 - - 0,06
vajeiny Zloutek 0,13-0,18 0,13-0,69 0,25 - 0,53
pSenice 0,20-0,61 0,58-1,09 - 0,34-0,88 -
mouka pSerna 0,18-0,52 0,28-0,64 - - 0,016
chléb celozrnny 0,33-0,41  0,59-0,68 0,46 - 0,0126)
ryze loupana 0,21-0,38 - - - 0,024-0,034
Zito 0,36 - - - -
cocka - 0,61 - 0,10 0,03-0,08
hrach - - 0,07 - 0,02
fazole 0,02-0,13 0,06 0,01 - 0,09
séja 0,08-0,48 0,09 - - -
zeli 0,023 0,03 0,01 0,014 0,003
kvétak 0,007 0,004 - 0,014 0,005
Spenat 0,012 - - 0,018 -
hlavkovy salat 0,001-0,011 0,008 0,014 0,006 o1
rajcata 0,005 0,001 - 0,007 0,001
mrkev 0,022 0,006 - 0,004 0,001-0,003
hrasek - - - - 0,005
cibule - - - - 0,003
cesnek 0,014-0,26 0,07 - - 0,03-0,14
brambory 0,002-0,055 0,023 0,016 0,017 0,003-0,018
jablka 0,005 0,004 0,006 0,01 0,001-0,6803
pomerake 0,013 0,015 0,008 0,029 -
banany 0,01 - 0,005-0,06 - -

¥ Vzorky jsou z oblasti seigdnim obsahem selenu ds. ® Udaje ze Slovenské republiky.



Tabulka 6 Prvky stanovované pomoci ICP-MS a jejich piblizné detekéni limity
[Dostupné z:
<http://las.perkinelmer.com/content/technicalinfb/ticpomsthirtyminuteguid
e.pdf>]
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